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Priifungsantrag gem. § 44 PatG ist gestellt 

® Pflanzliche Gntl-Sequenzen und Verwendung derselben zur Gewinnung von Pflanzen mit verminderter oder 

fehlender N-Acetylglucosaminyltransferase I (GnTI)-Aktivitat 
® Die Erfindung betrifft pflanzliche Gntl-Sequenzen, ins- 

besondere pflanzliche Nukleinsauresequenzen, die das 

Enzym N-Acetylglucosaminyltransferase I (GnTI) kodie- 

ren, davon abgeleitete DNA-Sequenzen einschlieBlich 

Gntl-"antisense"- und "sense"-Konstrukten, und deren 

Translationsprodukte, gegen diese Translationsprodukte 

gerichtete Antikorper sowie die Verwendung der Se- 

quenzinformation zur Gewinnung von transformierten 

Mikroorganismen und von transgenen Pflanzen, ein- 

schlielilich solchen mit verminderter oder fehlender 

N-Acetylglucosaminyltransferase l-Aktivitat. Derartige 

Pflanzen mit verminderter oder fehlender N-Acetylgluco- 

saminyltransferase l-Aktivitat sind zur Herstellung von 

Glykoproteinen spezifischer Konstitution beziiglich der 
— Zuckerreste von groSer Bedeutung. 
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Beschreibung 

Die Erfindung betrifft pflanzliche Gntl-Sequenzen, insbesondere pflanzliche Nukleinsauresequenzen, die das Enzym 
N-Acetylglucosaminyltransferase I (GnU) kodieren, wie auch davon abgeleitete Gntl-"antisense"- bzw. "sense" -Kon- 
5 strukte, und deren Translationsprodukte, gegen diese Translationsprodukte gerichtete Antikorper sowie die Verwendung 
der Sequenzinformation zur Gewinnung von transformierten Mikroorganismen und von transgenen Pflanzen, einschlieB- 
lich solchen mit verminderter oder fehlender N-Acetylglucosaminyltransferase I-Aktivitat. Derartige Pflanzen mit ver- 
minderter oder fehlender N- Acetylglucosaminyltransferase I-Aktivitat sind zur Herstellung von Glykoproteinen spezifi- 
scher Konstitution beziiglich der Zuckerreste von groBer Bedeutung. 

10 

Stand der Teehnik 

In Eukaryonten werden Glykoproteine im Endoplasmatischen Retikulum (ER) cotranslational (d. h. bei Import in das 
ER-Lumen) durch Verknupfung von zunachst membrangebundenen Glykanen (an Dolicholpyrophosphat) mit spezifi- 

15 schen Asparagin-Resten in der wachsenden Polypeptidkette zusammengesetzt (N-Glykosylierung). In hoheren Organis- 
men unterliegen Zuckereinheiten, die an der Oberflache der gefalteten Polypeptidkette liegen, in den Golgi-Zisternen 
weiteren Trimm- und Modifikationsreaktionen (Ref. 1). Durch verschiedene Glykosidasen und Glykosyltransferasen im 
ER werden zunachst typische Glc3Man 9 GlcNAc 2 -Grundeinheiten des "high"-Mannose-Typs gebildet und anschlieBend 
bei Passage durch die verschiedenen Golgi-Zisternen in sogenannte "komplexe" Glykane umgewandelt. Letztere zeich- 

20 nen sich durch weniger Mannose-Einheiten und den Besitz weiterer Zuckerreste, wie Fucose, Galaktose und/oder Xylose 
in Pflanzen bzw. Sialinsaure (N-Acetylneuraminsaure, NeuNAc) in Saugern, aus (Ref. 1 , 2, 3). Das AusmaB der Modifi- 
kationen ist von Glykoprotein zu Glykoprotein verschieden. Einzelne Polypeptidketten konnen heterogene Zuckerketten 
tragen. Zudem kann das Glykosylierungsmuster fur ein bestimmtes Polypeptid variieren (gewebespezifische Unter- 
schiede), und muB auch nicht immer beziiglich einer bestimmten Glykosylierungsstelle gleich sein, was als "Mikrohete- 

25 rogenitat" bezeichnet wird (Ref. 4, 5). Die Rolle von Asparagin-standigen Glykanen ist bislang kaum verstanden, was 
u. a. daraus resultiert, daB diese mehrere Funktionen erfullen konnen (Ref. 6). Jedoch ist anzunehmen, daB beispiels- 
weise der Schutz einer Polypeptidkette vor proteolytischem Abbau auch durch Glykane eines einfacheren Oligomanno- 
syl-Typs gewahrleistet werden kann (Ref. 7). 

30 Problemstellung 

Glykoproteine sind fur Medizin und Forschung von groBer Bedeutung. Eine Isolierung von Glykoproteinen im GroB- 
maBstab ist jedoch aufwendig und teuer. Die direkte Anwendung konventionell isolierter Glykoproteine ist oft proble- 
matisch, da einzelne Reste der Glykan-Komponenten bei Verabreichung als Therapeutikum ungewunschte Nebenwir- 

35 kungen auslosen konnen. Dabei tragt die Glykan-Komponente vor allem zu den physikochemischen Eigenschaften (wie 
Faltung, Stabilitat und Loslichkeit) der Glykoproteine bei. Des weiteren tragen isolierte Glykoproteine, wie bereits aus- 
gefiihrt, selten einheitliche Zuckerreste, was als "Mikroheterogenitat" bezeichnet wird. 

Hefen erweisen sich zur Gewinnung von Glykoproteinen fiir Medizin und Forschung als ungeeignet, da sie nur Gly- 
kosylierungen zum sogenannten "high"-Mannose-Typ durchfuhren konnen. Insekten und hohere Pflanzen zeigen zwar 

40 "komplexe", aber von Tieren abweichende Glykoproteinmodifikationen. Aus Pflanzen isolierte Glykoproteine wirken 
deshalb in Saugern stark antigen. Tierische Organismen mit Glykosylierungsdefekten sind meist nicht lebensfahig, da 
die terminalen Glykan-Reste (beispielsweise membranstandiger Glykoproteine) meist biologische Signalfunktion besit- 
zen und vor allem fiir die Zell-Zellerkennung wahrend derEmbryonalentwicklung unentbehrlich sind. Es existieren zwar 
bereits Saugerzellinien mit definierten Glykosylierungsdefekten, jedoch ist deren Kultivierung arbeitsintensiv und teuer. 

45 Im Einzelnen wurden fur Sauger auf Zellkulturebene bereits unterschiedliche Glykosylierungsmutanten beschrieben 
(Ref. 7, 8, 9, 10). Diese Mutanten sind entweder in der Biosynthese reifer Oligosaccharidketten am Dolicholpyrophos- 
phat oder in der Glykan-Prozessierung betroffen bzw. zeigen Abweichungen in ihren terminalen Zuckerresten. Einige 
dieser Zellinien weisen einen konditional-lethalen Phanotyp auf oder zeigen Defekte im intrazellularen Proteintransport. 
Die Folgen dieser Defekte fiir den intakten Organismus sind schwer abschatzbar. Es wurde beobachtet, daB eine Veran- 

50 derung im Muster komplexer Glykane auf Zelloberflachen von Saugern mit Tumor- und Metastasenbildung einhergeht, 
obwohl eine funktionale Beziehung noch nicht eindeutig nachgewiesen werden konnte (Ref. 9). Glykosylierungsmutan- 
ten kommen in Saugern daher sehr selten vor. Diese unter HEMPAS (Hereditary Erythroblastic Multinuclearity with a 
Positive Acidified Serum lysis test) zusammengefaBten Defekte (Ref. 10, 11) beruhen entweder auf einem Defizit von 
Mannosidase II und/oder niedrigen Gehalten des Enzyms N-Acetylglucosaminyltransferase H (GnTH) und wirken sich 

55 stark einschrankend auf die Lebensfahigkeit des mutierten Organismus aus. GntI-"knock out"-Mause, in denen das Gen 
fiir GnTT zerstort wurde, sterben bereits "in utero" an multiplen Entwicklungsdefekten (miindliche Mitteilung, H. 
Schachter, Toronto). 

Fiir Pflanzen waren bis vor kurzem keine vergleichbaren Mutanten bekannt. Durch den Einsatz eines Antiserums, das 
spezifisch "komplex"-modifizierte Glykanketten pflanzlicher Glykoproteine erkennt und hauptsachlich gegen die hoch- 

60 antigenen pi— <-2 verknupften Xylose-Reste gerichtet ist (Ref. 12), konnte die Anmelderin aus einer EMS-mutagenisier- 
ten F2-Population der genetischen Modellpflanze Arabidopsis thaliana mehrere unabhangige Mutanten isolieren, die 
keine "komplexe" Glykoproteinmodifikation mehr zeigten (complex glycan, cgl-Mutanten). Nach mindestens fiinf 
Ruckkreuzungen, jeweils gefolgt von intermittierenden Selbstungen (zum Wiederauffinden des rezessiven Defekts), 
wurden die Glykoproteine analysiert. Diese trugen hauptsachlich Glykane des Man5GlcNAc 2 -Typs, was auf einen De- 

65 fekt in N-Acetylglucosaminyltransferase I (GnTT) hindeutete (Ref. 8). Tatsachlich fehlte den Arabidopsis cgl-Mutanten 
GnTI- Aktivitat (Ref. 1 3), welche normalerweise die erste Reaktion im Syntheseweg zu "komplex" modifizierten Zucker- 
ketten katalysiert (Ref. 1). Nach bisherigen Beobachtungen resultiert daraus allerdings keine Beeintrachtigung der Le- 
bensfahigkeit der mutierten Pflanzen. In neueren Publikationen werden Pflanzen als mogliche Quelle zur Herstellung 



2 



DE_ 197 54 622 A 1 



von pharmazeutisch relevanten Glykoproteinen oder Vakzinen vorgeschlagen (Ref. 14, 15). Darin wird jedoch iiberse- 
hen, daB aus Pflanzen isolierte Glykoproteine in Saugern starke Immunreaktionen auslosen konnen, was bisher einer Pro- 
duktion heterologer Glykoproteine in Kulturpflanzen im Wege stand. 

Pflanzen kommen weitgehend ohne "komplex" modifizierte Glykoproteine aus, wie die Anmelderin am Beispiel der 
Arabidopsis cgl-Mutante zeigen konnte (Ref. 13). In der Mutante werden sekretorische Proteine im ER zunachst normal 5 
glykosyliert. Im Golgi-Apparat der Cgl-Mutante bleiben die uber Asparagin-Reste (N-Glykosylierung) an das Polypep- 
tidriickgrat gebundenen Oligomannosylketten dann jedoch auf Stufe von Man 5 GlcNAc 2 -Resten stehen, da N-Acetylglu- 
cosaminyltransferase I (GnU) -Aktivitat fehlt (Fig. 1). Durch diesen Biosyntheseblock wird die pflanzenspezifische 
"komplexe" Glykoproteinmodifikation und insbesonders die Anheftung von al— »3 Fukose- und pi— 2 Xylose-Resten 
verhindert, wodurch die stark antigene Wirkung auf den Saugerorganismus entfallt. Als krautige Pflanze besitzt Arabi- 10 
dopsis jedoch wenig verwertbare Biomasse. Zur Herstellung von biotechnologisch relevanten Glykoproteinen im GroB- 
maBstab sind diese cgl-Pflanzen deshalb weniger geeignet. Als Alternative waren Kultursorten, insbesondere Solana- 
ceen, wie z. B. Kartoffel, Tabak, Tomate oder Paprika, und des weiteren Luzerne, Raps, Ruben, Soja, Salat, Mais, Reis, 
und Getreide, mit fehlender oder stark gedrosselter GnTI- Aktivitat ideal zur Produktion von heterologen Glykoproteinen 
in Pflanzen. Dazu wiirden sich Verfahren des "homology-dependent gene silencing" (Ref. 16, 17) anbieten. 15 

Wie Fig. 3 zeigt, ist die Homologie der ersten ermittelten pflanzlichen Gntl-Sequenz aus KartofTel (Solanum tubero- 
sum L., St) im Vergleich mit den entsprechenden bekannten Sequenzen aus tierischen Organismen auBerordentlich nied- 
rig (nur 30-40% Identitat auf Proteinebene, vgl. Fig. 3A), so daB eine effiziente Drosselung der endogenen "komplexen" 
Glykoproteinmodifikation in Pflanzen mittels "antisense" bzw. "sense'-Suppression (Ref. 21) durch die Verwendung be- 
reits bekannter heterologer Gntl-Gen-sequenzen mit hoher Wahrscheinlichkeit nicht erreicht werden kann. 20 

Fur Medizin und Forschung besteht daher nach wie vor ein Bedarf, rekombinante Glykoproteine mit minimalen und 
einheitlichen, also definierten Zuckerresten in geeigneten Organismen kostengiinstig herstellen zu konnen. 

Wesen der Erfindung 

25 

Nachdem die Anmelderin erstmals pflanzliche Gntl-cDNA-Sequenzen isolieren und aufklaren konnte, ist es nun u. a. 
moglich, beliebige Pflanzen mit gedrosselter oder fehlender GnTI-Aktivitat zu gewinnen, insbesondere herzustellen, 
bzw. entsprechende Mutanten durch revers-genetische Ansatze nach Transposon-(Ref. 18) bzw. T-DNA-Insertion (Ref. 
19) aufzuspiiren, um in diesen dann Glykoproteine mit niedrigem Antigenpotential zu produzieren. 

30 

i) Enzyme 

Die Erfindung umfaBt allgemein verschiedene N-Acetylglucosaminyltransferase I-Enzyme (EC 2.4.1.101) aus Pflan- 
zen, z. B. aus Kartoffel (Solanum tuberosum L.), Tabak (Nicotiana tabacum L.) und Arabidopsis thaliana. Insbesondere 
betrifft die Erfindung die Enzyme, die die in Fig. 2 und 3B sowie in dem beigefugten Sequenzprotokoll angegebenen 35 
Aminosauresequenzen aufweisen oder enthalten. 

Von der Erfindung umfaBt sind femer von den Aminosauresequenzen der genannten Enzyme durch Aminosauresub- 
stitution, -deletion, -insertion, -modifikation oder durch c- und/oder N-terminale Verkiirzung und/oder Verlangerung ab- 
geleitete Enzyme, die, sofern sie enzymatische Aktivitat zeigen, eine dem Ausgangsenzym vergleichbare Spezifitat, also 
N-Acetylglucosaminyltransferase I-Aktivitat, sowie ggf. vergleichbare Aktivitat aufweisen. 40 

Unter einer vergleichbaren Aktivitat wird im vorliegenden Zusammenhang eine Aktivitat verstanden, die bis zu 100% 
uber oder unter der Aktivitat des Ausgangsenzyms liegt. Von der Erfindung sind dementsprechend auch abgeleitete En- 
zyme oder Proteine mit sehr geringer oder vollstandig fehlender enzymatischer Aktivitat, nachweisbar mittels eines oder 
mehrerer der nachfolgend angegebenen Tests, umfaBt. Zum Nachweis der Enzymakuvitat dient ein Standard-Test, der 
mit Mikrosomen-Fraktionen entweder radioaktiv, z. B. mit UDP-[6- 3 H]GlcNac als Substrat (Ref. 13), oder nicht-radio- 45 
aktiv (HPLC-Methode; Ref. 20) durchgefuhrt wird. Pflanzliche GnTI-Aktivitat kann subzellular in Golgi-Fraktionen 
nachgewiesen werden (Ref. 21). Enzymanreicherungen aus Pflanzen sind aufgrund dergeringen Ausbeuten jedoch na- 
hezu unmoglich. 

Gegebenenfalls alternauv kann ein erfindungsgemaBes abgeleitetes Enzym als ein Enzym definiert werden, fiir das 
eine das Enzym kodierende DNA-Sequenz ermittelt oder abgeleitet werden kann, die mit der das Ausgangsenzym kodie- 50 
renden DNA-Sequenz bzw. der dazu komplementaren Sequenz unter stringenten Bedingungen, wie sie nachfolgend de- 
finiert werden, hybridisiert. 

Ein dergestalt abgeleitetes Enzym stellt beispielsweise eine Isoform dar, die die Aminosauren 74 bis 446 der in Fig. 2 
und SEQ ID NO: 1 und 2 angegebenen Aminosauresequenz umfaBt. Dieser Isoform fehlt u. a. der durch die Aminosau- 
ren 10 bis 29 gebildete Membrananker, so daB diese Enzym-Isoform moglicherweise auf Grand dessen im Cytosol der 55 
Pflanze lokalisiert ist. 

Als Beispiele fiir C- und/oder N-terminal verlSngerte Proteine kQnnen Fusionsproteine genannt werden, die neben ei- 
ner erfindungsgemaBen Aminosauresequenz ein weiteres Protein umfassen, das beispielsweise eine andersartige enzy- 
matische Aktivitat aufweist oder auf andere Weise, z. B. aufgrund von Fluorcszenz oder Phosphoreszenz oder aufgrund 
einer Reaktivitat mit spezifischen Antikorpern oder durch Binden an entsprechende Aflinitatsmatrices, leicht nachweis- 60 
bar ist. 

Die Erfindung umfaBt gleichfalls Fragmente der genannten Enzyme, die ggf. keine enzymatische Aktivitat mehr auf- 
weisen. Diese Fragmente zeigen in der Regel jedoch antigene Wirkung in einem damit immunisierten Wirt und konnen 
folglich als Antigen zur Erzeugung monoklonaler oder polyklonaler Antikorper durch Immunisierung eines Wutes mit 
diesen eingesetzt werden. 65 

Die Erfindung betrifft dariiberhinaus auch N-Acetylglucosaminyltransferase I-Enzyme insbesondere aus anderen Va- 
rietaten und Pflanzenarten, die zuganglich sind aufgrund der Hybridisierung ihrer Gene oder eines oder mehrerer Ab- 
schnitte ihrer Gene 
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- mit einer oder mehreren der nachfolgend erlauterten erfindungsgemaBen DNA-Sequenzen und/oder DNA-Frag- 
mente und/oder 

- mit geeigneten erfindungsgemaBen Hybridisierungssonden, die ausgehend von den im Sequenzprotokoll angege- 
benen Aminosauresequenzen unter Beriicksichtigung der Degeneration des genetischen Codes hergestellt werden 

5 konnen. 

Von der Erfindung umfaBt sind femer nach den vorstehend erlauterten MaBgaben von diesen N-Acetylglucosaminyl- 
transferase I-Enzymen abgeleitete Enzyme oder Proteine, einschlieBlich Fusionsproteinen von diesen, sowie Fragmente 
aller dieser Enzyme oder Proteine. 

ii) Antikorper 

Ein weiterer Aspekt der Erfindung betrifft die Verwendung der vorstehend genannten Aminosauresequenzen bzw. von 
antigen wirksamen Fragmenten davon zur Erzeugung von monoklonalen oder polyklonalen Antikorpern oder -seren 

15 durch Immunisierung von Wirten mit diesen Aminosauresequenzen bzw. Fragmenten sowie Antikorper bzw. -seren an 
sich, die die vorstehend erlauterten Enzyme und/oder Antigene spezifisch erkennen und binden. Die allgemeine \brge- 
hensweise und die entsprechenden Techniken zur Erzeugung polyklonaler und monoklonaler Antikorper sind dem Fach- 
mann gleichfalls wohlbekannt. 

Beispielhaft wurde rekombinantes GnTI-Protein aus Solanum tuberosum mit 10 N-terminalen Histidin-Resten ("His- 

20 tag") durch Verwendung eines Fragments der in Fig. 2 und SEQ ID NO: 1 dargestellten Gntl-cDNA (Nukleotide 275 bis 
1 395) in E. coli uberexprimiert und nach Affinitalsreinigung tiber eine Metall-Chelat-Matrix als Antigen zur Erzeugung 
von polyklonalen Antiseren in Kaninchen eingesetzt (vgl. Beispiele 5 und 6). 

Eine Anwendungsmoglichkeit der erfindungsgemaBen Antikorper besteht fiir das "Screenen" von Pflanzen auf das 
Vorhandensein von N-Acetylglucosaminyltransferase I. 

25 Eine Bindung des erfindungsgemaBen Antikorpers an pflanzUche(s) Protein(e) zeigt das Vorliegen eines mit diesem 
Antikorper nachweisbaren N-Acetylglucosaminyltransferase I-Enzyms an. In einem spateren Schritt kann dieser Anti- 
korper daruberhinaus, in der Regel dann kovalent an einen Trager gebunden, gegebenenfalls auch zur Anreicherung oder 
Reinigung des Enzyms mittels Saulenchromatographie eingesetzt werden. 

Ein negatives Bindungsergebnis mit dem erfindungsgemaBen Antikorper, d. h. fehlende Bindung an die pflanzlichen 

30 Proteine, laBt wiederum auf ein fehlendes (oder durch Mutation stark verandertes) N-Acetylglucosaminyltransferase I- 
Enzym und damit auf fehlende oder stark verminderte N-Acetylglucosaminyltransferase I-Aktivitat in einer untersuchten 
Pflanze schlieBen. 

Techniken zum Ausfuhren der vorstehend angesprochenen "Screening"-Tests oder zur Enzymanreicherung bzw. -rei- 
nigung unter Einsatz von Antikorpersaulen oder anderen Affinitatsmatrices (vgl. Beispiele 5 und 6) sind dem Fachmann 
35 wohlbekannt. 

iii) DNA-Sequenzen 

Die Erfindung umfaBt ferner DNA-Sequenzen, die die erfindungsgemaBen Aminosauresequenzen, einschlieBlich da- 

40 von gemaB den vorstehenden MaBgaben abgeleitete Aminosauresequenzen kodieren. Insbesondere betrifft die Erfindung 
das den in den Fig. 2 und 3B und im Sequenzprotokoll aufgefuhrten Aminosauresequenzen jeweils zugrundeliegende 
Gen, und ganz besonders die in Fig. 2 und im Sequenzprotokoll aufgefuhrten cDNA-Sequenzen, sowie von diesen Ge- 
nen und DNA-Sequenzen abgeleitete DNA-Sequenzen. 

Unter abgeleiteten DNA-Sequenzen werden Sequenzen verstanden, die durch Substitution, Deletion und/oder Inser- 

45 tion von einzelnen oder mehreren und/oder kleineren Gruppen von Nukleotiden der vorstehend angegebenen Sequenzen 
und/oder durch Verkurzung oder Verlangerung am 5'- und/oder 3'-Ende erhalten werden. Die Modifizierungen innerhalb 
der DNA-Sequenz konnen zu abgeleiteten DNA-Sequenzen fuhren, die identische Aminosauresequenzen verglichen mit 
der von der Ausgangs-DNA-Sequenz kodierten Aminosauresequenz kodieren, oder aber auch zu solchen, bei denen ein- 
zelne oder einige wenige Aminosauren gegeniiber der Aminosauresequenz, die die Ausgangs-DNA-Sequenz kodiert, 

50 verandert, d. h. subsutuiert, deletiert und/oder insertiert sind, oder auch solchen, die - ggf. zusatzlich - C- und/oder N- 
terminal verkurzt und/oder verlangert sind. 

Die Erfindung erstreckt sich gleichfalls auf die zu den erfindungsgemaBen Genen und DNA-Sequenzen komplemen- 
taren Sequenzen sowie auf deren RNA-Transkriptionsprodukte. 

Von der Erfindung umfaBt sind insbesondere samtliche, nach den vorstehend angegebenen MaBgaben abgeleiteten Se- 

55 quenzen, die uber ihre gesamte Lange hinweg oder lediglich mit einem oder mehreren Teilabschnitten unter stringenten 
Bedingungen mit den oben erlauterten Ausgangssequenzen oder den dazu komplementaren Sequenzen oder Teilen da- 
von hybridisieren, wie auch DNA-Sequenzen, die derartige Sequenzen umfassen. 

Als Hybridisierung unter stringenten Bedingungen im Sinne der Erfindung wird eine Hybridisierung bei Vorgehens- 
weise gemaB einem oder mehreren der nachstehend angegebenen Vcrfahrcn verstanden. Hybridisieren: Bis zu 20 Std. in 

60 PEG-Puffer nach Church und Gilbert (0,25 M Na 2 HP0 4 , 1 mM EDTA, 1% (w/v) BS A, 7% (w/v) SDS, pH 7,5 mit Phos- 
phorsaure; Ref. 22) bei 42°C oder in Standard-Hybridisierungspuffern mit Formamid bei 42°C oder ohne Formamid bei 
68°C (Ref. 23). Waschen: 3-mal 30 min bei 65°C in 3-fach SSC-Puffer (Ref. 23), 0,1% SDS. 

Im Rahmen der vorliegenden Anmeldung ist der Begriff "Hybridisierung" stets als Hybridisierung unter stringenten 
Bedingungen, wie vorstehend angegeben, zu verstehen, auch wenn dies im Einzelfall nicht explizit angegeben ist. 

65 Daruberhinaus erstreckt sich die Erfindung auch auf Fragmente der vorstehend erlauterten DNA-Sequenzen, ein- 
schlieBlich der nach den vorstehenden MaBgaben abgeleiteten DNA-Sequenzen, auf von derartigen Fragmenten durch 
Nukleinsauresubstitution, -insertion und/oder -deletion abgeleitete Fragmente sowie auf die entsprechenden Fragmente 
mit dazu komplementaren Sequenzen. Derartige Fragmente sind u. a. als Sequenzierungs- oder PCR-Primer, "Scree- 
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ning"-Sonden und/oder fur Verwendungen, wie sie nachfolgend erlautert werden, geeignet. Fur eine Verwendung als 
"Screening"- oder Hybridisierungssonde werden die erfindungsgemaBen DNA-Fragmente haufig radioaktiv markiert 
eingesetzt. Fragmente mit Sequenzen, die von den vorstehend definierten Ausgangssequenzen durch Substitution, Dele- 
tion und/oder Insertion von einem oder mebreren Nukleotiden abgeleitet sind, bzw. die dazu komplementaren Sequenzen 
sind in dem Umfange von der Erfindung umfaBt, als sie unter den vorstehend angegebenen stringenten Bedingungen mit 
den Ausgangssequenzen bzw. den dazu komplementaren Sequenzen hybridisieren. 

ErfindungsgemaBe DNA-Fragmente konnen beispielsweise auf der Grundlage der im Sequenzprotokoll und in Fig. 2 
angegebenen DNA-Sequenzen ausgehend von pflanzlicher DNA mittels Restriktionsendonukleasen unter Nutzung ge- 
eigneter Restriktionsschnittstellen oder durch Einsatz von PGR mittels geeignet synthetisierter Primer erhalten oder al- 
temativ auch chemisch synthetisiert werden. Derartige Techniken sind dem Fachmann wohlbekannt. 

Die Erfindung-betrifft dariiberhinaus auch jegliche DNA-Sequenzen, die ein Gen darstellen oder Teil eines Gens sind, 
das das Enzym N-Acetylglucosaminyltransferase I kodiert, und die in ihrer Gesamtheit oder in einem Teilabschnitt 

- mit einer der erfindungsgemaBen DNA-Sequenzen und/oder 

- mit einem oder mehreren der erfindungsgemaBen DNA-Fragmente und/oder 

- mit einer DNA-Sequenz, die von den im Sequenzprotokoll angegebenen Aminosauresequenzen unter Beriick- 
sichtigung der Degeneration des genetischen Godes abgeleitet worden ist, unter stringenten Bedingungen hybridi- 
sieren. 

Als DNA-Fragmente werden hierzu Hybridisierungs- oder "Screening"-Sonden eingesetzt, die iiblicherweise minde- 
stens 15 Nukleotide, typischerweise zwischen 15 und 30 Nukleotide, gegebenenfalls aber auch wesentlich mehr, umfas- 
sen. Es konnen dafur beispielsweise die in Beispiel 1 eingesetzten Primer Verwendung finden. Alternativ konnen DNA- 
Sequenzen geeigneter Lange, abgeleitet von den im Sequenzprotokoll angegebenen DNA-Sequenzen, eingesetzt wer- 
den. Als dritte Moglichkeit konnen geeignete erfindungsgemaBe Hybridisierungssonden ausgehend von den im Sequenz- 
protokoll angegebenen Aminosauresequenzen unter BerOcksichtigung der Degeneration des genetischen Godes entwik- 
kelt werden. 

In diesem Sinne sind Gegenstand der Erfindung auch N-Acetylglucosaminyltransferase I kodierende Gene, die insbe- 
sondere aus anderen Varietaten oder Pflanzenarten aufgrund ihrer Hybridisierung mit den vorstehend angegebenen Hy- 
bridisierungssonden aufgefunden werden konnen, sowie davon gemaB den vorstehend erlauterten MaBgaben abgeleitete 
DNA-Sequenzen, DNA-Fragmente und -Konstrukte. 

Die Isolierung des jeweiligen Gens und die Sequenzierung desselben nach der Auffindung mittels der erfindungsge- 
maBen Hybridisierungssonden liegen im Bereich der Fahigkeiten eines Fachmanns auf diesem Gebiet und sind exempla- 
risch in den Beispielen fur N-Acetylglucosaminyltransferase I aus Solanum tuberosum und die entsprechenden Enzyme 
aus Nicotiana tabacum und Arabidopsis thahana (Teilsequenz) erlautert. 

Gegenstand der Erfindung sind schlieBlich auch "antisense"-Sequenzen beziiglich jeglichen vorstehend erlauterten 
DNA-Sequenzen. 

iv) Konstrukte 

Von der Erfindung werden auch Konstrukte umfaBt, die ggf. neben zusatzlichen 5'- und/oder 3'-Sequenzen, z. B. Lin- 
kern und/oder regulatorischen DNA-Sequenzen, oder andersartigen Modifikationen die erfindungsgemaBen DNA-Se- 
quenzen, einschlieBlich der wie vorstehend ausgefuhrt abgeleiteten DNA-Sequenzen, umfassen. 

Ein Beispiel hierfur sind Hybridisierungs- oder "Screening"-Sonden, die zusatzlich zu einer erfindungsgemaBen 
DNA-Sequenz noch ein in diesem Fall meist nichtradioaktives Nachweismittel fur die Detektion von Hybridisierungs- 
produkten umfassen, z. B. fluoreszierende oder phosphoreszierende Molekiile, Biotin, Biotinderivate, Digoxigenin und 
Digoxigeninderivate. Es kommen in diesem Zusammenhang jedoch auch radioaktive oder nichtradioaktive Nachweis- 
mittel, die z. B. durch Endmarkierung an die erfindungsgemaBe DNA-Sequenz angeheftet werden konnen, in Betracht. 

Gegenstand der Erfindung sind auch "antisense"- und "sense'-Konstrukte bezuglich der erfindungsgemaBen DNA-Se- 
quenzen und -Fragmente, namlich bezuglich 

- der im Sequenzprotokoll angegebenen DNA-Sequenzen und der zugrundeliegenden Gene, 

- der davon nach den vorstehenden MaBgaben abgeleiteten DNA-Sequenzen, 

- eines oder mehrerer Abschnitte dieser DNA-Sequenzen, 

- DNA-Sequenzen insbesondere aus anderen Varietaten oder Pflanzenarten, die ein Gen darstellen oder Teil eines 
Gens sind, welches das Enzym N-Acetylglucosaminyltransferase I kodiert, und die 

- mit einer der vorstehend genannten DNA-Sequenzen und/oder 

- mit einem oder mehreren der vorstehend genannten DNA-Fragmente und/oder 

- mit einer DNA-Sequenz, die von den im Sequenzprotokoll angegebenen Aminosauresequenzen unter Be- 
riicksichtigung der Degeneration des genetischen Codes abgeleitet worden ist, 

unter stringenten Bedingungen hybridisieren. 

Des weiteren erstreckt sich die Erfindung auch auf jegliche DNA-Ubertragungsysteme, wie Vektoren, Plasmide, Vi- 
ren- und Phagengenome oder Cosmide, die die erfindungsgemaBen DNA-Sequenzen, z. B. das Gntl-Gen, erfindungsge- 
maBe cDNA und DNA-Abschnitte, wie sie im Sequenzprotokoll angegeben sind, Fragmente davon, insbesondere "anti- 
sense"- oder "sense'-Konstrukte und/oder davon nach den vorstehenden MaBgaben abgeleitete DNA-Sequenzen, enthal- 
ten. 

Diverse Techniken zur Gewinnung oder Synthese erfindungsgemaBer DNA, DNA-Fragmente, Konstrukte und tjber- 
tragungssysteme, z. B. ausgehend von pflanzlicher DNA durch Restriktion mittels Restriktionsendonukleasen, PGR- 
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Amplifizierung unter Einsatz geeigneter Primer, ggf. gefolgt von Klonierung und zusatzlicher chemischer oder enzyma- 
tischer Modifizierung, sind dem Fachmann wohlbekannt. 

Eine Anwendungsmoglichkeit von erfindungsgemaBen DNA-Hybridisierungssonden liegt im Nachweis von N-Ace- 
tylglucosaminyltransferase I-Genen in anderen Pflanzen als jenen, aus denen die im Sequenzprotokoll angegebenen 
5 DNA-Sequenzen erhalten wurden, oder im Nachweis von moglichen (weiteren) Isoformen des N-Acetylglucosaminyl- 
transferase I-Gens in den Ausgangspflanzen Solanum tuberosum, Nicotiana tabacum und Arabidopsis thaliana. 

Kann fur das Hybridisierungsexperiment auf eine genomische Bank oder cDNA-Bank einer Pflanze zuriickgegriffen 
werden, liefert ein positives Hybridisierungsergebnis bei einem derartigen "Screening" oder Durchmustern der jeweili- 
gen Bank den Hinweis auf einen Klon oder einige wenige Klone, die die gesuchte Sequenz, das N-Acetylglucosaminyl- 
10 transferase I-Gen, vollstandig oder teilweise in Verbindung mit nur einer begrenzten Menge weiterer DNA aus dem Ge- 
nom der Zielpflanze enthalten; was die Klonierung und Sequenzierung des Zielgens entsprechend erleichtert. Alternativ 
kann ausgehend von pflanzlicher DNA und geeigneten Konstrukten, sogenannten PCR-Primern, auch eine PCR-Ampli- 
fikation des Gens oder von Teilen desselben vorgenommen werden, um Klonierung und Sequenzierung zu vereinfachen. 

Ein Einsatz erfindungsgemaBer Sequenzierungsprimer, die ausgehend von geeigneten Abschnitten der erfindungsge- 
15 maBen Sequenzen synthetisiert werden, ermoglicht z. B. eine genomische Sequenzierung ausgehend von der vollstandi- 
gen, durch Restriktionsendonukleasen geschnittenen genomischen DNA einer Zielpflanze mittels der Church-Gilbert- 
Technik wie auch z. B. eine Sequenzierung auf cDNA-Ebene nach RT-PCR-Amplifikation der Gesamt-RNA der Ziel- 
pflanze (vgl. Bsp. 1). 

Eine alternative Anwendungsmoglichkeit von erfindungsgemaBen DNA-Hybridisierungssonden, die von den im Se- 
20 quenzprotokoll angegebenen DNA-Sequenzen abgeleitet sind, besteht in der erfindungsgemaBen Verwendung derselben 
zum Nachweis von Pflanzen mit verminderter oder fehlender N-Acetylglucosaminyltransferase I-Aktivitat. Das Hybri- 
disierungsexperiment dient zur Detektion des Gens der N-Acetylglucosaminyltransferase I (GntI) und erlaubt z. B. auf- 
grund eines negativen Hybridisierungsergebnisses unter stringenten Bedingungen den RiickschluB auf ein Fehlen des 
Gntl-Gens und damit fehlende N-Acetylglucosaminyltransferase I-Aktivitat in einer untersuchten Pflanze. 
25 Derartige Hybridisierungstechniken zum Nachweis von Proteinen oder Genen insbesondere in Pftanzenmaterial mit- 
tels DNA-Sonden sind dem Fachmann ebenfalls gelaufig. Es wird in diesem Zusammenhang auf die vorstehenden Aus- 
fuhrungen zu moglichen Hybridisierungsbedingungen unter Punkt iii) verwiesen. Geeignete DNA-Hybridisierungsson- 
den umfassen in der Regel mindestens 15 Nukleotide mit einer Sequenz, die z. B. von den in Fig. 2 und im Sequenzpro- 
tokoll angegebenen cDNA-Sequenzen oder den entsprechenden Gntl-Genen abgeleitet ist. 

30 

v) Transformierte Mikroorganismen 

Die Erfindung erstreckt sich des weiteren auf Mikroorganismen, wie z. B. Bakterien, Bakteriophagen, Viren, einzel- 
lige eukaryotische Organismen, wie Pilze, Hefen, Protozoen, Algen und humane, tierische und pflanzliche Zellen, die 
35 durch eine oder mehrere der erfindungsgemaBen DNA-Sequenzen oder eines oder mehrere der erfindungsgemaBen Kon- 
strukte, wie vorstehend erlautert, transformiert wurden. 

Verwendung finden erfindungsgemaBe transformierte Mikroorganismen beispielsweise als Expressionssysteme fur die 
transformierende Fremd-DNA zur Gewinnung der entsprechenden Expressionsprodukte. Typische Mikroorganismen fiir 
diese Zwecke sind Bakterien, wie beispielsweise E. coli. Des weiteren konnen erfindungsgemaBe transformierte Mi- 
40 kroorganismen, insbesondere Agrobakterien, z. B. zur Transformation von Pflanzen unter Weitergabe der transformie- 
renden Fremd-DNA eingesetzt werden. 

Verfahren zur Transformation von Mikroorganismenzellen durch (Fremd-)DNA sind dem Fachmann wohlbekannt. 
Hierfur werden z. B. als Expressions vektoren bezeichnete Konstrukte eingesetzt, die die erfindungsgemaBe DNA-Se- 
quenz unter Kontrolle eines konstitutiven oder induzierbaren, ggf. zusatzlich gewebcspezifischen Promotors enthalten, 
45 um eine Expression der eingeschleusten DNA in der Ziel- oder Wirtszelle zu ermoglichen. 

Ein weiterer Aspekt der Erfindung ist dementsprechend ein Verfahren zur Gewinnung der erfindungsgemaBen Enzyme 
und Proteine unter Einsatz eines oder mehrerer der erfindungsgemaBen transformierten Mikroorganismen. Das Verfahren 
umfaBt, mindestens einen durch erfindungsgemaBe DNA, insbesondere eine der im Sequenzprotokoll angegebenen 
cDNAs, unter Kontrolle eines aktiven Promotors transformierten Mikroorganismus, wie vorstehend definiert, zu zuchten 
50 und das erfindungsgemaBe Enzym aus den Mikroorganismen und gegebenenfalls auch dem Kulturmedium zu isolieren. 
Das Verfahren erstreckt sich selbstverslandlich auch auf die Gewinnung von den erfindungsgemaBen Enzymen aus So- 
lanum tuberosum, Nicotiana tabacum und Arabidopsis thaliana abgeleiteten Enzymen bzw. Proteinen, wie sie vorstehend 
unter i) definiert sind. 

Verfahren zur Ziichtung transformierter Mikroorganismen sind dem Fachmann wohlbekannt. Die Isolierung des expri- 
55 mierten Enzyms kann beispielsweise gemaB dem in Beispiel 5 beschriebenen Verfahren mittels Metall-Chelat-Chroma- 
tographie oder alternativ durch Chromatographie an Saulen, die gegen das Enzym gerichtete Antikorper an das Pak- 
kungsmaterial gebunden enthalten, erfolgen. 

vi) Transgene Pflanzen 

60 

Die Erfindung umfaBt gleichfalls transgene Pflanzen, die mittels einer erfindungsgemaBen DNA-Sequenz bzw. eines 
entsprechenden Konstrukts transformiert worden sind. Es konnen so z. B. transgene Pflanzen erhalten werden, bei denen 
eine GnTI-Defizienz, z. B. aufgrund eines fehlenden oder schadhaften Gntl-Gens oder aufgrund von Defekten in den re- 
gulatorischen Bereichen dieses Gens, durch Komplementierung durch ein von den im Sequenzprotokoll angegebenen 
65 cDNA-Sequenzen abgeleitetes Konstrukt, dessen Expression unter Kontrolle eines aktiven konstitutiven oder induzier- 
baren, ggf. zusatzlich gewebespezifischen Promotors steht, beseitigt worden ist. Das aufgrund der in dem Konstrukt ent- 
haltenen erfindungsgemaBen DNA exprimierte GnTI-Enzym oder Protein mit GnTI-Aktivitat komplementiert in diesem 
Falle die in der Ausgangspflanze fehlende GnTI-Aktivitat. 
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Gleichfalls in Betracht gezogen werden transgene Pflanzen, in denen die in der Ausgangspflanze bereits vorhandene 
GnTI-Aktivitat durch zusatzliche Expression des durch ein erfindungsgemaBes Konstrukt eingescbleuslen Gntl-Trans- 
gens erhoht ist. Ein bei der Untersuchung des Enzyms N-Acetylglucosaminyltransferase I in Pflanzen bestehendes 
Hauptproblem war bislang die uberaus geringe Expression des Gntl-Gens in vivo, verbunden mit einer uberaus geringen 
Enzymaktivitat, die entsprechend schwer nachzuweisen war. Durch Coexpression einer erfindungsgemaBen DNA kann 5 
das Problem zu geringer GnTI-Enzymaktivitat bei Pflanzen behoben werden. 

In diesem Falle kann es bevorzugt sein, fur die Transformation von Pflanzen erfindungsgemaBe DNA einzusetzen, die 
zusatzlich einen Sequenzabschnitt umfaBt, der nach Expression eine vereinfachte Detektierung und/oder Anreicherung 
bzw. Reinigung des Proteinproduktes mit GnTI-Aktivitat ermoglicht. Beispielsweise gelingt dies durch Einsatz einer 
speziellen DNA-Sequenz fur die Expression eines rekombinanten GnTI-Enzyms, die eine N- oder C-terminale Sequenz- 10 
verlangerung tragt, die einen Affinitatsmarker kodiert. Ist zusatzlich ein AminosauresequenzabschniK zwischen GnTI- 
Enzym und Affinitatsmarker vorgesehen, der eine Erkennungsstelle fur eine spezifische Protease darstellt, kann durch 
nachtraglichen Einsatz dieser spezifischen Protease die N- oder C-terminale Sequenzverlangerung von dem GnTT-En- 
zym abgespalten und das GnTI-Enzym dadurch isoliert erhalten werden. 

Ein Beispiel hierfur ist der Einsatz einer erfindungsgemaBen DNA-Sequenz, die das rekombinante GnTI-Enzym mit 15 
einer C-terminalen Sequenzverlangerung, die den Affinitatsmarker AWRHPQFGG ("Strep-tag"; Ref. 39) kodiert, und 
einer dazwischenliegenden Protease-Erkennungsstelle, IEGR, kodiert. Die Expression der erfindungsgemaBen DNA lie- 
fert GnTI-Enzyme mit der angegebenen C-terminalen Sequenzverlangerung, uber welche die exprimierten Proteinmole- 
kiile spezifisch an eine Streptavidin-derivatisierte Matrix binden und so isoliert werden konnen. Mittels der die Amino- 
sauresequenz IEGR spezifisch erkennenden Protease Faktor Xa kann der GnTI-Anteil der Proteinmolekule dann freige- 20 
setzt werden. Altemativ kann das vollstandige Protein von der Streptavidin-derivatisierten Matrix mittels Biotin oder 
Biotinderivaten abgelost werden. 

Ein weiteres Beispiel stellen erfindungsgemaBe DNA-Sequenzen dar, die ein Protein kodieren, das zusatzlich zu ei- 
nem GnTI-Enzym eine Mehrzahl, z. B. 10, N-terminal angefugte Histidin-Reste ("His-tag") umfaBt. Eine Isolierung 
bzw. Reinigung der exprimierten Proteine kann aufgrund der N-terminalen Histidin-Reste leicht durch Metall-Chelat- 25 
Affinitatschromatographie (z. B. Ni-Sepharose) erfolgen (vgl. auch Beispiel 5). 

Die Erfindung umfaBt gleichfalls Teile derartiger transgener Pflanzen, entsprechend transformierte Pflanzenzellen, 
transgene Samen und transgenes Vermehrungsmaterial. 

Ein weiterer zentraler Aspekt der Erfindung ist die Verwendung der vorstehend erlauterten Sequenzinformation zur 
Gewinnung von Pflanzen mit verminderter oder fehlender N-Acetylglucosaminyltransferase I-Aktivitat. 30 

Die Moglichkeiten zum Auffinden von Pflanzen mit verminderter oder fehlender N-Acetylglucosaminyltransferase I- 
Aktivitat aufgrund eines Gendefektes oder fehlenden Gens durch Einsatz erfindungsgemaBer Antikorper oder erfin- 
dungsgemaBer "Screening"- oder Hybridisierungssonden wurden vorstehend bereits beschrieben. 

Zwei weitere Moglichkeiten bestehen in der erfindungsgemaBen Verwendung von "antisense"- bzw. "sense"-DNA- 
Konstrukten, die von der DNA-Sequenz eines Gntl-Gens einer Pflanze abgeleitet sind, zur Erzeugung transgener Pflan- 35 
zen mit verminderter oder fehlender N-Acetylglucosaminyltransferase I-Aktivitat mittels "homology-dependent gene si- 
lencing" (vgl. Ref. 16, 17). Die DNA-Sequenz, auf die zur Erzeugung der Konstrukte als Ausgangssequenz zuriickge- 
griffen wird, kann dabei von der zu transformierenden Ausgangspflanze selbst oder aber auch von einer anderen Pflan- 
zenvarietat oder -art stammen. Insbesondere finden "antisense"- oder "sense"-Konstrukte, wie sie vorstehend unter den 
Punkten iii) und iv) erlautert wurden, Verwendung. Die eingesetzten Konstrukte umfassen ublicherweise mindestens 50 40 
bis 200 und mehr Basenpaare. 

Insbesondere umfassen die hierfur eingesetzten Konstrukte mindestens 50 bis 200 und mehr Basenpaare mit einer Se- 
quenz, die ausgehend 

- von den im Sequenzprotokoll angegebenen CDNA-Sequenzen und/oder den entsprechenden Gntl-Genen und/ 45 
oder 

- von den vorstehend erlauterten erfindungsgemaBen abgeleiteten DNA-Sequenzen und/oder DNA-Fragmenten 
und/oder 

- von DNA-Sequenzen insbesondere aus anderen Varietaten und Pflanzenarten, die N-Acetylglucosaminyltransfe- 
rase I kodieren und aufgrund einer Hybridisierung mit Hybridisierungs- oder "Screening"-Sonden, wie sie vorste- 50 
hend unter Punkt iii) und iv) definiert wurden, unter stringenten Bedingungen aufgefunden werden konnen, 

abgeleitet wird. 

Die Konstrukte enthalten in der Regel einen starken konstitutiven oder induzierbaren, ggf. zusatzlich gewebespezifi- 
schen Promotor, unter dessen Kontrolle die "antisense"- oder "sense"-DNA-Sequenzabschnitte stehen. 55 

Bei der Erzeugung transgener Pflanzen durch Integration von "antisense"-Konstrukt(en) in das Pflanzengenom oder 
durch virale Infektion von Ausgangspflanzen oder -pflanzenzellen durch "antisense"-Konstrukt(e) enthaltendes Virus fur 
eine extrachromosomale Propagation und Transkription des "antisense"-Konstrukts oder der "antisense"-Konstrukte in 
infiziertem Pflanzengewebe ist bcabsichtigt, auf RNA-Ebene eine Hybridisierung von Transkripten des Gntl-Gens mit 
Transkripten des "antisense"-DNA-Abschnitts zu erzielen, die die Translation der Gntl-mRNA verhindert. Die Folge ist 60 
eine transgene Pflanze mit stark verringerten Gehalten an N-Acetylglucosaminyltrans-ferase I und damit einer stark ver- 
ringerten entsprechenden Enzymaktivitat. 

Fur die erfindungsgemaBe Transformation von Pflanzen mit "antisense"-Konstrukten konnen beispielsweise Kon- 
strukte eingesetzt werden, die mit einer der kompletten, in Fig. 2 und im Sequenzprotokoll aufgefiihrten cDNAs oder 
entsprechenden, in der Regel mindestens 50 bis uber 200 Basenpaare umfassenden Abschnitten derselben hybridisieren. 65 
Insbesondere bevorzugt ist dariiberhinaus die Verwendung von Fragmenten, deren Transkriple zusatzlich zu einer Hybri- 
disierung mit einem Teil des 5'-untranslatierten Bereiches der Gntl-mRNA fuhren, an dem oder in dessen Nahe sich nor- 
malerweise die Anheftung der Ribosomen vollziehen wiirde. Beispiele fur derartige Konstrukte sind in Fig. 4 gezeigt. 
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Angesichts des Vorkommens einer Isoform in Solanum tuberosum mit wahrscheinlich cytoplasmatischer Lokalisie- 
rung aufgrund des fehlenden Membranankers (As 10 bis 29) mit noch unbekannter Funktion kann es wiinschenswert 
sein, lediglich das N-Acetylglucosaminyltransferase I-Enzym zu erfassen, das in den Golgi-Zistemen lokalisiert ist, d. h. 
nur jenes Enzym, das den Membrananker umfaBt. Ein Grund fUr diesen Wunsch kann das Bestreben oder im EinzelfaUe 

5 auch die Notwendigkeit sein, den cytoplasmatischen Metabolismus der Pflanzenzelle, fur den die cytoplasmatische N- 
Acetylglucosaminyltransferase I womoglich von Bedeutung ist, so wenig als moglich zu beeintrachtigen. Zu diesem 
Zweck kbnnen erfindungsgemaB "antisense"-Konstrukte eingesetzt werden, die bzw. deren Transkripte mit einem DNA- 
oder RNA-Abschnitt des Gntl-Gens oder der Gntl-mRNA hybridisieren, der einen Teil des 5'-untranslatierten Bereichs 
und den kodierenden Bereich - einschlieBlich des Membranankers - umfaBt. Eine Erstreckung des Hybridisierungsbe- 

10 reiches bis Position 266 der cDNA in Fig. 2 und SEQ ID NO: 1 wird in der Regel fur den genannten Zweck als unschad- 
lich erachtet. 

Bei der Erzeugung transgener Pflanzen durch Integration von " sense" -Konstrukten in das Pftanzengenom oder durch 
virale Infektion von Ausgangspflanzen oder -pflanzenzellen durch "sense"-Konstrukt(e) enthaltendes Virus filr eine ex- 
trachromosomale Propagation und Expression des oder der Konstrukte in infiziertem Pfianzengewebe wird in Anlehnung 

15 an die Arbeiten von Faske et al. (Ref. 17) in Tabak von Hybridisierungsphanomenen dieser Konstrukte mit dem endoge- 
nen Gntl-Gen auf posttranskriptionaler bzw. auf DNA-Ebene ausgegangen, die letzlich die Translation des Gntl-Gens 
beeintrachtigen oder verhindem. Das Resultat sind auch in diesem Falle transgene Pflanzen mit verminderter oder sogar 
fehlender N-Acetylglucosaminyltransferase I-Aktivitat. 

Verfahren zur stabilen Integration derartiger "antisense"- und "sense"-Konstrukte in das Genom von Pflanzen bzw. zur 

20 viralen Infektion von Pflanzen bzw. Pflanzenzellen fur eine extrachromosomale Propagation und Transkription/Expres- 
sion derartiger Konstrukte in infiziertem Pfianzengewebe sind dem Fachmann bekannt. Dazu gehoren sowohl der direkte 
DNA-Transfer (z. B. in Protoplasten mittels Elektroporation oder durch Zusatz eines hochmolekularen Osmotikums so- 
wie biolistische Methoden, bei denen DNA-umhiillte Teilchen in Pfianzengewebe geschossen werden) wie die Verwen- 
dung natiirlicher Wirt/Vektor-Systeme (z. B. Agrobakterien oder Pflanzen viren). Fur eine virale Infektion von Ausgangs- 

25 pflanzen oder -pflanzenzellen durch entsprechende Konstrukte enthaltende Viren fur eine extrachromosomale Propaga- 
tion und Transkription/Expression der Konstrukte in infiziertem Pfianzengewebe stehen eine Reihe spezieller Viren, wie 
Tabakmosaikvirus (TMV) oder Kartoffelvirus X (potato virus X), zur Verfiigung. 

Beispielhafte Pflanzen, die fur eine derartige Integration in Frage kommen, umfassen dikotyledone wie monokotyle- 
done Kulturpflanzen, insbesondere Solanaceen wie Kartoffel, Tabak, Tomate und Paprika. Zusatzlich waren Banane, Lu- 

30 zerne, Raps, Ruben, Soja, Salat, Mais, Reis und Getreide geeignete Zielpflanzen fur den Einsatz homologer "antisense"- 
Konstrukte. Beispielsweise erscheint die im Sequenzprotokoll angegebene Sequenz aus Arabidopsis thaliana insbeson- 
dere als Ausgangssequenz fur die erfindungsgemaBe Transformation von Brassicaceen, wie z. B. Rapspflanzen, mittels 
"sense"- oder "antisense"-Konstrukten geeignet. Weitere Pflanzen von Interesse sind jegliche Pflanzen, die fur Medizin 
und Forschung interessante Glykoproteine exprimieren. 

35 Allgemein soli festgehalten werden, daB die erfindungsgemaBe Transformation von Pflanzen, die in dem entsprechen- 
den Bereich des Gntl-Gens eine Homologie von > 70% auf Nukleotidebene zu den eingesetzten erfindungsgemaBen 
"antisense"- oder "sense"-Konstrukten aufweisen, in der Regel zu erfindungsgemaBen transgenen Pflanzen fiihrt; die die 
gewiinschte Verringerung der N-Acetylglucosaminyltransferase I-Aktivitat aufweisen. 

Eine weitere Moglichkeit wird ferner in einer zielgerichteten Zerstorung ("Knock out") des N-Acetylglucosaminyl- 

40 transferase I-Gens durch "gene targeting" mittels homologer Rekombination (Ref. 24) in einer Zielpflanze durch Einsatz 
eines geeigneten, von der erfindungsgemaBen cDNA-Sequenz abgeleiteten DNA-Fragments gesehen, ahnlich der Vorge- 
hensweise, wie sie beispielsweise fur Hefe-Systeme und S auger etabliert worden ist. 

Die Erfindung umfaBt ferner transgene Pflanzen, die mit den vorstehend angesprochenen "antisense"- oder "sense"- 
Konstrukten bzw. mit diese enthaltenden Viren transformiert worden sind, sowie Teile derartiger transgener Pflanzen, 

45 entsprechend transformierte Pflanzenzellen, transgene Samen und transgenes Vermehrungsmaterial. 

Verfahren zur Erzeugung transgener Pflanzen, z. B. durch Agrobakterien- oder Virus-vermittelten, wie auch direkten 
DNA-Transfer, sind dem Fachmann gelaufig. Hinsichtlich beispielhafter Pflanzen fur eine derartige Transformation gilt 
das vorstehend ausgefuhrte. 

Die erfindungsgemaBen bzw. erfindungsgemaB gewonnenen Pflanzen mit verminderter oder fehlender N-Acetylglu- 
50 cosaminyltransferase I-Aktivitat konnen erfindungsgemaB zur Herstellung von Glykoproteinen mit minimalen und ein- 
heitlichen, also definierten Zuckerresten eingesetzt werden. Wie bereits erlautert, sind derartige Glykoproteine fur Medi- 
zin und Forschung von groBer Bedeutung. Als preiswerte Rohstoff- und Nahrungsquelle sowie durch ihre problemlose 
Entsorgung iiber Kompostierung stellen Pflanzen per se ideale Bioreaktoren dar. GemaB der vorstehend erlauterten Er- 
findung konnen jetzt biotechnologisch oder pharmazeutisch relevante Glykoproteine (z. B. Therapeutika mit niedrigem 
55 Antigenpotential fur Sauger) in Kulturpflanzen exprimiert werden, in denen GnTI-Aktivitat stark gedrosselt ist oder voll- 
standig fehlt. 

Die Erfindung umfaBt dementsprechend auch ein Verfahren zur Erzeugung von Glykoproteinen mit minimalen, ein- 
heitlichen und definierten Zuckerresten, umfassend das Ziichten einer erfindungsgemaBen transgenen Pflanze, von Tfcilen 
derartiger Pflanzen oder von erfindungsgemaBen transformierten Pflanzenzellen, die jeweils das gewiinschte Glykopro- 
60 tein exprimieren, und das Isolieren des gewiinschten Glykoproteins aus dem geziichteten Material. 

Beispielhafte Kulturpflanzen sind in diesem Zusammenhang Solanaceen, insbesonders Kartoffel, Tabak, Tomate, und 
Paprika. Des weiteren kommen Banane, Luzerne, Raps, Ruben, Soja, Salat, Mais, Reis und Getreide in Frage. 

Die Sequenz der enzymatisch gesteuerten, pflanzenspezifischen N-Glykan-Modifikationen, denen sekretorische Gly- 
koproteine bei Passage durch den Golgi-Apparat hoherer Pflanzen unterhegen, ist in Fig. 1 schematisch dargestellt. Die 
65 Blockierung der Biosynthese durch fehlende oder unzureichende N-Acetylglucosaminyltransferase I-(GlcNac-Transfe- 
rase I) -Aktivitat in einer Pflanze fiihrt dazu, daB anstelle "komplexer" Glykane hauptsachlich Glykane des 
Man 5 GlcNAc 2 -Typs, also Glykoproteine mit einheitlichen und wohldefinierten Zuckerresten gebildet werden, die fur 
Medizin und Forschung von iiberaus hoher Bedeutung sind. 
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Hierzu konnen die Gene fur die gewunschten Glykoproteine in ihren natiirlichen Erzeugerpflanzen exprimiert werden, 
die erfindungsgemaS z. B. mittels "antisense"- oder "sense"-Konstrukten zu transgenen Pflanzen mit verminderter oder 
fehlender N-Acetylglucosaminyltransferase I-Aktivitat transfonniert wurden. 

Es besteht jedoch auch die Moglichkeit, erfindungsgemaBe transgene Pflanzen mit verminderter oder fehlender N- 
Acetylglucosaminyltransferase I-Aktivitat einzusetzen, die zusatzUch mit dem Gen fur das gesuchte Glykoprotein trans- 5 
formiert worden sind. Hierzu konnen Konstrukte eingesetzt werden, die das Gen fur das gesuchte Glykoprotein unter der 
Kontrolle eines starken, konstitutiven oder induzierbaren, ggf. zusatzlich gewebespezifischen Promotors enthalten und 
die zu einer Integration des Gens in das Genom der Pflanze fuhren. Alternativ kann die Transformation auch durch virale 
Infektion durch ein das Gen fiir das gesuchte Glykoprotein enthaltendes Virus fur eine extrachromosomale Propagation 
und Expression des Gens erfolgen. Das Glykoprotein kann dann in der jeweiligen Wirtspflanze exprimiert und daraus ge- 10 
wonnen werden. 

Es kann dabei selbstverstandlich alternativ auch so vorgegangen werden, daB zunachst eine Transformation nut einem 
Expressionskonstrukt oder Virus, das die kodierende DNA des Glykoproteins enthalt, vorgenommen wird und erst da- 
nach eine weitere Transformation mit einem oder mehreren erfindungsgemaBen "antisense"- oder "sense"-Konstrukten 
oder einem oder mehreren Viren, die entsprechende DNA enthalten, erfolgt. Eine gleichzeitige Transformation mit bei- 15 
den Konstrukten oder mit einem Virus, das sowohl das "antisense"- oder "sense"-Konstrukt als auch das das gesuchte 
Glykoprotein kodierende Gen enthalt, ist ebenfalls moglich ("Huckepack"- Version). 

Im Rahmen der Erfindung wird auch eine virale Uberinfektion erfindungsgemaBer transgener Pflanzen, bei detien be- 
reits eine Integration des "antisense"/" sense"-Konstrukts und/oder des das gesuchte Glykoprotein kodierenden Gens im 
Genom vorliegt, durch Viren, die "antisense'7"sense"-Konstrukt und/oder das das gesuchte Glykoprotein kodierende 20 
Gen enthalten, fur eine zusatzliche extrachromosomale Propagation und Transkription bzw. Expression dieser DNA in 
Betracht gezogen. Hierdurch konnen die Konzentrationen an "antisense"- bzw. "sense"-DNA oder exprimiertem Glyko- 
protein in den transgenen Pflanzenzellen erhoht werden. 

Fiir die erfindungsgemaBe Gewinnung definiert glykosylierter Glykoproteine kann sich eine \ferwendung gewebespe- 
zifischer Promotoren beispielsweise in Fallen als sinnvoll erweisen, wenn beabsichtigt ist, die gewunschten Glykopro- 25 
teine nur aus bestimmten Pflanzenteilen, wie der Knolle oder den Wurzeln, zu gewinnen. Fiir eine ganze Reihe von Pflan- 
zengeweben stehen heute gewebespezifische Promotoren zur Verfugung, die eine Expression von Fremdgenen speziell 
nur in diesen Geweben bewirken. Beispielhaft konnen hier knollenspezifische Promotoren, wie Patatin Klasse I- (Ref. 
26) und Proteinase Inhibitor II-Promotoren (Ref. 27) aufgefuhrt werden. Beide Promotoren zeigen unter bestimmten Be- 
dingungen ebenfalls Expression in Blattgewebe, d. h. konnen durch hohe Metabolitgehalte (wie z. B. Saccharose) und im 30 
Fall des Proteinase Inhibitor II-Promotors auch durch mechanische Verwundung oder Bespriihen mit Abscisin- bzw. Jas- 
monsaure induziert werden. 

Eine Verwendung gewebespezifischer Promotoren kann auch dann angezeigt sein, wenn sich die fur die Transforma- 
tion eingesetzte erfindungsgemaBe DNA-Sequenz bzw. deren Transkriptions- oder Translationsprodukte fur bestimmte 
Pflanzenteile als abtraglich erweisen, z. B. durch negative Einwirkung auf den Metabolismus der entsprechenden Pflan- 35 
zenzellen. n 

Als beispielhaftes Ziel-Glykoprotein kommt humane Glucocerebrosidase zur Therapie der erbhchen ' Gaucher - 
Krankheit (Ref. 25) in Frage. Zur Gewinnung von humaner Glucocerebrosidase (GC) mit einheithchen und definierten 
Zuckerresten konnen beispielsweise erfindungsgemaBe mittels "antisense" -DNA transformierte Pflanzen mit dem Gen 
fur humane Glucocerebrosidase transformiert werden. Dafur wird die cDNA-Sequenz fiir humane Glucocerebrosidase 40 
(Ref. 38) mittels PGR unter Verwendung genspezifischer Primer am 3'-Ende so modifiziert, daB das rekombinante En- 
zymeineC-terminaleSequenzverlangerangtragt, die einen Affinitatsmarker (z. B. AWRHPQFGG, "Strep-tag"; Ref. 39) 
und gegebenenfalls auch eine Protease-Erkennungsstelle (z. B. IEGR) zwischen GnTI-Enzymabschnitt und Affinitats- 
marker kodiert. Die so veranderte GG-cDNA-Sequenz wird unter Verwendung eines starken und ggf. gewebespezifi- 
schen Promotors (z. B. fur Kartoffel unter Kontrolle des knoUenspezifischen B33-Patatin-Promotors) in erfindungsge- 45 
maBen Gntl-antisense-Pflanzen exprimiert, so daB das in diesen Pflanzen synthetisierte Enzym ausschlieBlich wohldefi- 
nierte N-Glykane tragt. Der Affinitatsmarker soli die Anreicherung des rekombinanten Enzyms aus den transgenen 
Pflanzen erleichtern. In diesem Falle binden die exprimierten Proteinmolekule ("GG-Strep"-Molekule) uber die Aflfini- 
tatsmarkersequenz an eine Streptavidin-derivatisierte Matrix und konnen von dieser mittels Biotin oder Biotinderivaten 
abgelost werden. Die Ablosung von der Streptavidin-derivatisierten Matrix kann auch mittels katalytischer Mengen einer 50 
Protease erfolgen, die eine Spezifitat fiir die zwischen dem GnTI-Enzymabschnitt und dem Affinitatsmarker befindliche 
Protease-Erkennungsstelle aufweist. In diesem Falle wird nur der GnTI-Enzymabschnitt von der Matrix abgelost. Dies 
kann insbesondere in dem Falle von Vorteil sein, wenn die Affinitatsmarkersequenz eine nachteilige Wirkung auf die 
GnTI-Aktivitat ausiibt. 

Die Man 5 GlcNAc 2 -Glykane der aus den erfindungsgemaBen Pflanzen gewonnenen Glucocerebrosidase werden auf- 55 
grand ihrer terminalen Mannose-Reste von Makrophagen als Aufnahmesignal erkannt und konnen daher direkt zur The- 
rapie der erblichen "Gaucher-Krankheit" eingesetzt werden. Eine Therapie ist derzeit nur durch aufwendige Isolierung 
und Deglykosylierung nativer Glucocerebrosidase moglich (Ref. 25). 

Die Herstellung rekombinanter Glykoproteine laBt sich dementsprechend durch den Einsatz pflanzlicher Gntl-Se- 
quenzen im Vergleich zu herkbmmlichen Verfahren, z. B . der technisch aufwendigen chemischen Deglykosylierung ge- 60 
reinigter Glykoproteine (Ref. 25) oder einer schwierigen und teuren Produktion in GnTI-defizienten tierischen Zellinien 
(Ref. 7, 10), stark vereinfachen. 

Erlauterung derFiguren 

65 

Fig. 1 Sequenz der pflanzenspezifischen N-Glykan-Modifikationen, denen sekretorische Glykoproteine bei Passage 
durch den Golgi-Apparat hoherer Pflanzen unterliegen (Ref. 28). Der Biosyntheseblock zu "komplex"-modifizierten 
GLykanen beruht auf einem Defizit an GnTI-Aktivitat (hervorgerufen entweder durch defektes oder fehlendes GnTT-En- 
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zym oder durch effektive Drosselung der Gntl-Genexpression) und ist durch ein Kreuz markiert. Bedeutung der Sym- 
bols (F) Fucose-Reste, (X) Xylose-Reste, (•) GlcNac-Reste, (□) Mannose-Reste. 

Fig. 2 Vollstandige cDNA-Sequenz einer pflanzlichen GnTI aus Kartoffel (Solanum tuberosum L.) und davon abge- 
leitete Aminosauresequenz. Exemplarisch ist die vollstandige cDNA der Gntl-Isoform mit Membrananker aus Kartoffel- 

5 blattgewebe (Al) dargestellt. Die EcoRI/Notl-Linker an den 5'- und 3'-Enden der cDNA sind durch Fettdruck hervorge- 
hoben, die Bindestellen der fur die RT-PCR-Sonde verwendeten degenerierten Oligonukleotide sind unterstrichen. Im 
Gegensatz zu bereits publizierten tierischen GnTI-Sequenzen enthalt die abgeleitete Proteinsequenz der Kartoffel 
cDNA-Klone eine potentielle N-Glykosylierungsstelle: Asn-X(ohne Pro)-Ser/Thr, die mit einem Stem markiert ist. Die 
Region des Membranankers ist kursiv hervorgehoben (As 10 bis 29). Der Beginn der mbglicherweise im Cytosol lokali- 

10 sierten Isoform (A8) ist durch einen Pfeil gekennzeichnet. 

Fig. 3 A, Identitats- bzw. Ahnlichkeitsgrad der abgeleiteten Aminosauresequenz einer vollstandigen Gntl-cDNA-Se- 
quenz aus Kartoffel (Al) im Vergleich mit anderen, aus Datenbanken ausgewahlten GnU-Sequenzen tierischer Organis- 
men. Identische Aminosaurepositionen (in %) sind fett gedruckt, ahnliche Aminosaurepositionen stehen in Klammern 
darunter. Bedeutung der Kiirzel: Hu, Mensch; Ra, Ratte; Mo, Maus; Ce, Caenorhabditis elegans (Spulwurm); St, Sola- 

15 num tuberosum (Kartoffel). 

B, Vergleich der abgeleiteten Aminosauresequenzen verschiedener pflanzlicher Gntl-cDNA-Klone. A_Stb-Al, GnTI aus 
Kartoffelblatt; B_Ntb-A9, GnTI aus Tabakblatt (A9); c_Atb-Pcr, GnTI-Teilsequenz aus Arabidopsis thaliana Blatt- 
mRNA (146 As). Identische As sind schwarz, ahnliche As hellgrau markiert. 

Fig. 4 Klonierungsschema der verwendeten GntI-"antisense"-Konstrukte. In die Sall-Schnittstelle der Polylinkerre- 

20 gion des pflanzlichen Expressionsvektors pA35 (Ref. 29) wurde nach Auffullen der Enden ein Notl-Linker eingefuhrt (= 
pA35N) und die vollstandige A 1 -Gntl-cDNA iiber NotI in pA35N inseriert. Das entsprechende "antisense"-Konstrukt (= 
pA35N-Alas) wurde uber EcoRI und HindDI in den binaren Vektor pBinl9 (Ref. 30) inseriert. Des weiteren wurde nach 
PCR-Amplifikation ein ca. 270 Bp umfassendes 5'-Fragment der Al-Gntl-cDNA uber Xbal- und Notl-Schnittstellen in 
pA35N in "antisense"-Orientierung kloniert (= pA35N-Al-kurz) und ebenfalls in pBinl9 inseriert. Abkiirzungen: Zah- 

25 len in Klammern, Positionsangaben der Restriktionsschnittstellen in der Al-Gntl-cDNA (in Basenpaaren); pBSK, Klo- 
nierungsvektor (Stratagene); pGEM3Z, Klonierungsvektor (Promega); CaMV p3sS, konstitutiver Blumenkohl-Mosaik- 
virus-35S-Promotor; OCSpA, Octopinsynthase-Polyadenylierungssignal; pNOS, Nopalinsynthase-Promotor; NFX), 
Neomycinphosphotransferase (Selektionsmarker, vermittelt Kanamycinresistenz); NOSpA, Nopalinsynthase-Polyaden- 
ylierungssignal; LB/RB, "left/right border" der T-DNA des binaren Vektors; Pfeil, Translationsstart (ATG); A8, Beginn 

30 der potentiell cytosolisch lokalisierten Gntl-Isoform (7 As-Austausche im Vergleich zu Al). 

Erlauterung der im Text verwendeten Abkiirzungen 

As, Aminosaure(n); Bp, Basenpaar(e); EMS, Ethylmethansulfonat (mutagene Chemikalie); F2, zweite Filialgenera- 
35 tion; Fuc, Fucose; Glc, Glucose; GlcNac, N-Acetylglucosamin; GnTI, N-Acetylglucosaminyltransferase I (EC 
2.4.1.101); GntI, Gen fur GnTI (Kem-codiert); Man, Mannose; PGR, Polymerasekettenreaktion; PAGE, Polyacrylamid- 
gelelektrophorese; Ref., Referenz; RT-PCR, Reverse Transkription gekoppelt mit Polymerasekettenreaktion; SDS, Na- 
triumdodecylsulfat; Var., Varietat; Xyl, Xylose. 

Die Erfindung wird nun anhand von Beispielen eingehender erlautert. Die Beispiele werden lediglich zur Veranschau- 
40 lichung der Erfindung aufgefuhrt und beschranken die Erfindung in keiner Weise. 
Bsp. 1: Isolierung und Charakterisierung von pflanzlichen Gntl-cDNA-Klonen. 

Aus Kartoffel- und Tabak-Blattgewebe wurde Gesamt-RNA isoliert und mittels RT-PCR in Kombination mit degene- 
rierten Primern (Vorgehen analog zu Ref. 31), die von konservierten Aminosaurebereichen bekannter GnTI-Sequenzen 
aus tierischen Organismen abgeleitet wurden ("sense"-Primer 1*, 5 , -TG(CT) G(CT)I (AT) (GC)I GCI TGG (AC)A(CT) 

45 GA(CT) AA(CT)-3'; "antisense"-Primer 3*, 5'-CCA ICC IT(AG) ICC (ACGT)G(CG) (AG)AA (AG)AA (AG)TC-3'; je 
30 pMol Primer pro 50 ul PCR-Ansatz bei 55°C "annealing"-Temperatur und 45 Zyklen), cDNA-Fragmente von ca. 90 
Bp amplifiziert. Nach Gelelution wurden die Enden der PCR-Produkte repariert (d. h. durch DNA-Polymerase I glatte 
Enden erzeugt und mit T4-Polynukleotid-Kinase phosphoryliert) und in die EcoRV-Schnittstelle von pBSK (Stratagene) 
kloniert. Die Identitat der abgeleiteten Aminosauresequenzen der Kartoffel und Tabak RT-PCR-Produkte konnte durch 

50 Vergleich mit bekannten GnTI-Sequenzen zwischen den Primern (Pfeile) als homolog bestatigt werden; 
=> Q(R/M)QFVQDP(D A') ALYRS <= (homologe As unterstrichen). Von je einem der Klone wurden mittels PCR radio- 
aktiv markierte Sonden synthetisiert (Standard-PCR-Ansatz mit degenerierten Primern wie oben, Nukleotidmischung 
ohne dCTP, dafiir mit 50 uCi <x- 32 P-dCTP [>3000 Ci/mMol] versetzt) und verschiedene cDNA-Banken mit den entspre- 
chenden homologen Kartoffel- bzw. Tabak-Sonden auf Gntl-haltige Klone durchgemustert (Vorgehen analog zu Ref. 31; 

55 "stringente" Hybridisierungsbedingungen wurden bereits oben im Text definiert). Die cDNA-Banken wurden mit mRNA 
aus jungen, noch wachsenden Pflanzenteilen ("sink"-Gewebe) hergestellt. Nach cDNA-Synthese und Ligieren von Eco- 
RI/Notl-Adaptoren (cDNA-Synthese-Kit, Pharmacia) wurde mit EcoRI-kompatiblen Lambda- Armen ligiert, diese ver- 
packt und damit E. coli XLl-Blue-Zellen transfiziert (Lambda ZAPII Klonierungs- und Verpackungssystem, Strata- 
gene). Nach Amplification der Banken wurde je ein vollstandiger Gntl-Klon aus einer Kartoffelblatt-"sink"-Bank (Al 

60 gemaB Fig. 2 und SEQ ID NO: 1) und einer Tabakblatt-"sink"-Bank (A9 gemaB SEQ ID NO: 3), sowie zwei weitere 
Klone aus einer Knollen"sink"-Bank isoliert (A6, A8). Die abgeleiteten GnTI-Aminosauresequenzen enthalten im Ge- 
gensatz zu denen von Tieren eine potentielle N-Glykosylierungsstelle, Asn-X(ohne Pro)-SenThr. Eine der Gntl-cDNA- 
Sequenzen aus Knollen tragt vor dem ersten Methionin Stop-Codons in alien drei Leserahmen (A8). Der codierende Be- 
reich ist zu dem langeren Knollenklon (A6) stark homolog (nur 2 As-Austausche), tragt jedoch eine vdllig andere 5'-un- 

65 translatierte Region. Des weiteren fehlt der fur das Golgi-Enzym charakteristische Membrananker, so daB diese Gntl- 
Isoform im Cytosol lokalisiert sein konnte. Sequenzvergleiche wurden mit Hilfe der "gap"- bzw. "pileup"- und "box"- 
Option des GCG-"software"-Pakets (J Devereux, P Haeberli, O Smithies (1984) Nucl Acids Res 12: 387-395) ersteUt 
und zeigen, daB die abgeleiteten pflanzlichen GnTI-Aminosauresequenzen zu denen aus tierischen Organismen nur 
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30-40% Identitat und 57-59% Ahnlichkeit aufweisen (Fig. 3A), untereinander aber hoch homolog sind (> 90%, Fig. 
3B). 

Bei Arabidopsis thaliana wurde analog vorgegangen, wobei die erhaltene GnTI-Teilsequenz durch RT-PCR rait GntI 
"sense"-Primer 4A (5'-ATCGGA AAGCTT GGATCC CCA GTG GC(AG) GCT GTA GTT GTT ATG GCT TGC-3'; 
Hindm-Schnittstelle unterstrichen, BamHI fett gedruckt) und "antisense" -Primer 3* wie vorstehend definiert, amplifi- 5 
ziert wurde. Die durch Sequenzierung ermittelte Nukleinsauresequenz ist in SEQ ID NO: 5 aufgefuhrt. 

Bsp. 2: Funktionelle Komplemenlierung eines GnTI-Defekts mit Gntl-cDNA bei iransienler Expression in Protopla- 
sten der Arabidopsis thaliana Cgl-Mutante. 

Ca. 4 Wochen nach Aussaat wurden Protoplasten aus Blattern steril angezogener cgl-Mutanten ("Nichtfarber"-Pflan- 
zen nach 5 Riickkreuzungen, Ref. 13) isoliert und mit Expressionskonstrukten der vollstandigen Gntl-cDNA-Sequenzen 10 
(Notl-cDNA-Fragmente, vgl. Fig. 4) in "sense"- (pA35N-Als bzw. pA35N-A9s) oder "antisense" -Orientierung 
(pA35N-Alas bzw. pA35N-A9as) transformiert und fur 96 Std. bei Raumtemperatur abgedunkelt kultiviert (je 50 ug 
Plasmid-DNA pro 1 Mio. Protoplasten, PEG-Methode nach Ref. 32). AnschlieBende SDS-PAGE der Protoplastenex- 
trakte und "Western Blof'-Analyse (analog zu Ref. 13, 33) zeigte funktionelle Komplementierung des GnTT-Defekts, 
d. h. "komplexe" Glykosylierung zahlreicher Proteinbanden bei transienter Expression der Kartoffel Al- und Tabak A9- 15 
"sense"-, nicht aber der entsprechenden "antisense'-Konstrukte in Protoplasten der Arabidopsis Cgl-Mutante (Daten 
nicht gezeigt). 

Bsp. 3: Klonierung der binaren Expressionskonstrukte pBin-35-Alas und pBin-35-Al-kurz (vgl. Fig. 4). 

In die Sall-Schnittstelle der Polylinkerregion (entspricht pucl8) des pflanzlichen Expressionsvektors pA35 (Ref. 29) 
wurde nach Auffullen der Enden ein Notl-Linker eingefuhrt (pA35N), und die vollstandige A 1-GntI-cDNA (Nukleotide 20 
9 bis 1 657, gemaB der cDNA in Fig. 2) uber NotI in pA35N inseriert ( "sense" -Konstrukt pA35N-A 1 s bzw. " antisense" - 
Konstrukt pA35N-Alas). Die Expressionskassetten der "sense" bzw. "antisense"-Konstrukte wurden uber die terminalen 
Schnittstellen (Ncol-Schnittstelle aufgefiillt, mit HindlH partial nachverdaut) als ca. 2410 Bp-Fragment isoliert und in 
die EcoRI- (aufgefiillt) und HindlH-Schnittstellen des binaren Vektors pBinl9 (Ref. 30) inseriert (= pBin-35-Als bzw. 
pBin-35-Alas). Durch Fusion mit der ebenfalls aufgefullten Ncol-Schnittstelle des Fragments wird die EcoRI-Schnitt- 25 
stelle des Vektors regeneriert. Zusatzlich wurde in einem Standard-PCR-Ansatz ("sense" -Primer KS-Sequenzprimer 
(Stratagene), verlangert fur PGR, 5-GGC CCC CCC TCG AGG TCG ACG GTA TCG- 3'; "anusense"-Primer 5'- 
GGGC CTCTAGAC TCGAG AGC (CT)AC TAC TCT TCC TTG CTG CTG GCT AAT CTT G-3', Xbal-Schnittstelle 
unterstrichen, Xhol-Schnittstelle kursiv) bei 50°C "annealing"-Temperatur ein 5'-Fragment der Gntl-cDNA amplifiziert 
(Nukleotide 9 bis 261, gemaB der cDNA in Fig. 2 und SEQ ID NO: 1). Das PCR-Produkt wurde mit Xbal (im "anti- 30 
sense"-Primer) und NotI (im 5'-Linker der cDNA) verdaut, als ca. 260 Bp-Fragment isoliert und in pA35N kloniert (= 
pA35N-Al-kurz). Die Expressionskassette des kurzen "antisense"-Konstrukts wurde als EcoRI/Hindm-Fragment (ca. 
1020 Bp) ebenfalls in pBinl9 inseriert (= pBin-35-Al-kurz). 

Bsp. 4: Transformation von Agrobakterien durch die binaren Gntl-Konstrukte und Regeneration von transgenen Kar- 
toffel- bzw. Tabakpflanzen aus infizierten Blattscheiben. 35 

Die binaren "antisense"-GntI-Konstrukte (pBin-35-Alas bzw. pBin-35-Al-kurz) wurden in den Agrobakterien- 
Stamm GV2260 transformiert (Ref. 34, 35). Mil den rekombinanten Agrobakterienlinien wurden exemplarisch sterile 
Blattscheiben von Kartoffelpflanzen der Var. Desiree bzw. Tabakpflanzen der Var. Wisconsin 38 infiziert (50 ul einer fri- 
schen Ubernachtkultur in 10 ml flussigem 2MS-Medium: 2% Saccharose in Murashige & Skoog Salz/Vitarnin-Standard- 
Medium, pH 5,6; Blattstuckchen ohne Mittelrippen; Cokultivierung 2 Tage dunkel in Pflanzen-Klimakarnmem). Nach 40 
Waschen der infizierten Blattstuckchen in 2MS-Medium mit 250 ug/ml Claforan wurden aus diesen in Gewebekultur un- 
ter Kanamycin-Selektion transgene Pflanzen regeneriert (Kartoffelprotokoll Ref. 26; Tabakprotokoll Ref. 36) und auf re- 
duzierte GnTI-Aktivitat getestet (Daten nicht gezeigt). 

Bsp. 5: Gewinnung von rekombinantem Kartoffel-GnTI-Protein (zur Antikorperproduktion). 

Mit Hilfe des pET-Systems (Novagen) wurde rekombinante GnTT mit 10 zusatzlichen N-terminalen Histidin-Resten 45 
("His-tag") in E. coli erzeugt und durch MetaU-Chelat-Affinitatschromatografie gereinigt. Ein cDNA-Fragment, das die 
Nukleotide 275-1395 der Kartoffel Gntl-cDNA umfaBt (entsp. As 75-446, Fig. 2 bzw. SEQ ID NO: 1 und 2), wurde mit- 
tels Standard-PCR ("annealing"-Temperatur 50°C, 30 Zyklen, Ref. 31) amplifiziert ("sense" -Primer Gntl-5'fus: 5'- 
CATGGATCC CTC GAG AAG CGT CAG GAC GAG GAG TGC CGG C-3'; "antisense"-Primer Gntl-3'stop: 5- 
ATCCCGGGATCCG CTA CGT ATC TTC AAC TCC AAG TTG-3'; Xhol- bzw. BamHI Schnittstellen unterstrichen, 50 
Stop-Codon kursiv), und uber die Restriktionsschnittstellen der synthetischen Primer (5'-XhoI-GntI-BamHI-3') in den 
Vektor pET16b (Novagen) inseriert (= pET-His-Al). Nach Vermehrung und Analyse in E. coli XLI-Blue (Stratagene) 
wurde das Konstrukt als Glycerinkultur archiviert. Zur ttberexpression wurden kompetente E. cob' BL21(DE3)pLysS- 
Zellen (Novagen) mit pET-His-Al transformiert. Zugabe von IPTG (Isopropyl-l-thio-p-D-galaktopyranosid, ad 0,5-2 
mM) zu einer logarithmisch wachsenden BL21-Kultur induziert zunachst die Expression von (bakterienchromosomaler) 55 
T7-RNA-Polymerase und damit ebenfalls die Expression des rekombinanten Fusionsproteins, das in pET- Vektoren (No- 
vagen) unter T7-Promotor-Kontrolle steht. Aus induzierten BL21:pET-His-Al-Zellen wurde rekombinante Kartoffel- 
GnTC mit "His-tag" unter denaturierenden Bedingungen (Hersteller-Protokoll, Novagen) mittels Melall-Chelat-Chroma- 
tographie an TALON-Matrix (Clontech) gereinigt und die Preparation mittels SDS-PAGE auf Einheitlichkcit uberpruft. 
Bsp. 6: Erzeugung von polyklonalen Antikorpern in Kaninchen. 60 
Rekombinante Kartoffel-GnTT (aus Bsp. 5) wurde als Antigen verwendet. Nach Entnahme von einigen Millilitern Pra- 
Immunserum wurde den Kaninchen in dreiwochigen Abstanden 300-500 ug affinitatsgereinigtes Protein zusammen mit 
25 ug GMDP-Adjuvans (Gerbu) subcutan injiziert. Nach drei Basis-Injektionen wurden die Tiere 12 bis 14 Tage nach 
der jeweiligen Folge-Injektion ("Boost") aus der Ohrvene geblutet, das Serum gewonnen (Ref. 37) und auf Erkennung 
pflanzlicher GnTT in "Western Blof'-Analysen (1 : 200 bis 1 : 2000-Verdunnung) getestet. Das Antiserum der "Boosts" 65 
mit geringstem Hintergrund-zu-Signal-Verhaltnis wurde mit 0,04% Natriumazid versetzt, aliquotiert und bei 44°C bzw. 
langerfristig bei -20°C gelagert. 
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SEQUENZPROTOKOLL 

(1) ALLGEMEINE ANGABEN: 

(i) ANMELDER: 

(A) NAME: von Schaewen, Antje, Dr. rer. nat . 

(B) STRASSE: Natruperstrasse 169a 

(C) ORT: Osnabruck 

(E) LAND: Deutschland 

(F) POSTLEITZAHL: 49076 

(G) TELEFON: 0541-684029 

(ii) BEZEICHNUNG DER ERFINDUNG : Herstellung von 

Glykoproteinen in Pflanzen mit verminderter oder 
fehlender N-Acetylglucosaminyltransf erase I (GnTI) 
Aktivitaet unter Verwendung pflanzlicher gntl- 
Sequenzen 

(iii) ANZAHL DER SEQUENZEN: 6 

(iv) COMPUTER- LESBARE FAS SUNG: 

(A) DATENTRAGER: Floppy disk 

(B) COMPUTER: IBM PC compatible 

(C) BETRIEBSSYSTEM : PC-DOS/MS -DOS 

(D) SOFTWARE: Patentln Release #1.0, Version #1.30 (EPA) 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 1: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 1669 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Doppelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: cDNA ZU mRNA 
(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 
(iv) ANTISENSE: NEIN 

(vi) URSPRUNLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Solanum tuberosum 

(B) STAMM: Desiree 

(D) ENTWICKLUNGSSTADIUM: -sink" Organ 

(F) GEWEBETYP: Mesophyll 

(G) ZELLTYP: Blattzellen 
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(vii) UNMITTELBARE HERKUNPT: 

(A) BIBLIOTHEK: Lambda ZAP II (EcoRI) 

(B) CLON(E) : gntl-Al (K) 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/ SCHLUSSEL : misc_f eature 

(B) LAGE:659. .667 

(D) SONSTIGE ANGABEN : / f unct ion= "Asn-Codon ist eine 
potent ielle Glykosylierungss telle" 
/product= "Konsensus Sequenz fuer 
N- Glykosyl ierung n 
/phenotype= "N-Glykane modulieren 
Proteineigenschaften" 

/standard_name= "N-Glykosylierungsstelle" 
/label= pot-CHO 

/note= "fehlt in tierischen GnTI-Sequenzen" 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/ SCHLUSSEL : CDS 

(B) LAGE : 53 . .1393 

(C) ART DER ERMITTLUNG: experimentell 

(D) SONSTIGE ANGABEN: /codon_start= 53 

/function= "initiiert komplexe N-Glykane auf 
sekret . Glykoproteinen" 
/EC_number= 2.4.1.101 
/products 

"beta- 1, 2 -N-Acetylglucosaminyltransf erase I" 
/evidences EXPERIMENTAL 
/genes "cgl" 
/standard_naraes "gntl" 
/labels ORF 

/note= "erste gntl-Sequenz aus Kartoffel 
(unpubliziert) " 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/ SCHLUSSEL: 5'UTR 

(B) LAGE: 15.. 52 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME /SCHLUSSEL: 3 'UTR 

(B) LAGE: 13 94. .1655 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME / SCHLUSSEL : CDS 

(B) LAGE: 80.. 139 

(D) SONSTIGE ANGABEN: /functions "Membrananker 
(Aminosauren 10-29)" 

/products "hydrophober Aminosaurebereich in 
GnTI" 
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/standard_name= "Membrananker eines Typ II 
Golgi- Proteins" 

/note= "durch Vergleich mit tierischen GnTI- 
Sequenzen identif iziert" 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/ SCHLUSSEL : misc_f eature 

(B) LAGE:1..14 

(D) SONSTIGE ANGABEN : / f unct ion= "zur Herstellung der 
cDNA-Bank in Lambda ZAP II" 
/product= " EcoRI /Not I - cDNA- Adapt or " 
/number= 1 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/ SCHLUSSEL: misc_feature 

(B) LAGE: 1656. .1669 

(D) SONSTIGE ANGABEN : / product = "EcoRl/Notl-Adaptor" 
/number= 2 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 1: 

GAATTCGCGG CCGCCTGAGA AACCCTCGAA TTCAATTTCG CATTTGGCAG AG ATG 

Met 



AGA GGG AAC AAG TTT TGC TTT GAT TTA CGG TAC CTT CTC GTC GTG GCT 
Arg Gly Asn Lys Phe Cys Phe Asp Leu Arg Tyr Leu Leu Val Val Ala 



GCT CTC GCC TTC ATC TAC ATA CAG ATG CGG CTT TTC GCG ACA CAG TCA 
Ala Leu Ala Phe lie Tyr lie Gin Met Arg Leu Phe Ala Thr Gin Ser 



GAA TAT GTA GAC CGC CTT GCT GCT GCA ATT GAA GCA GAA AAT CAT TGT 
Glu Tyr Val Asp Arg Leu Ala Ala Ala lie Glu Ala Glu Asn His Cys 



ACA AGT CAG ACC AGA TTG CTT ATT GAC AAG ATT AGC CAG CAG CAA GGA 
Thr Ser Gin Thr Arg Leu Leu He Asp Lys He Ser Gin Gin Gin Gly 



AGA GTA GTA GCT CTT GAA GAA CAA ATG AAG CAT CAG GAC CAG GAG TGC 
Arg Val Val Ala Leu Glu Glu Gin Met Lys His Gin Asp Gin Glu Cys 



CGG CAA TTA AGG GCT CTT GTT CAG GAT CTT GAA AGT AAG GGC ATA AAA 
Arg Gin Leu Arg Ala Leu Val Gin Asp Leu Glu Ser Lys Gly He Lys 



AAG TTA ATC GGA GAT GTG CAG ATG CCA GTG GCA GCT GTA GTT GTT ATG 
Lys Leu He Gly Asp Val Gin Met Pro Val Ala Ala Val Val Val Met 
100 105 110 
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GCT TGC AGT CGT ACT GAC TAC CTG GAG AGG ACT ATT AAA TCC ATC TTA 
Ala Cys Ser Arg Thr Asp Tyr Leu Glu Arg Thr lie Lys Ser lie Leu 
115 120 125 

AAA TAC CAA ACA TCT GTT GCA TCA AAA TAT CCT CTT TTC ATA TCC CAG 
Lys Tyr Gin Thr Ser Val Ala Ser Lys Tyr Pro Leu Phe lie Ser Gin 
130 135 140 145 

GAT GGA TCA AAT CCT GAT GTA AGA AAG CTT GCT TTG AGC TAT GGT CAG 
Asp Gly Ser Asn Pro Asp Val Arg Lys Leu Ala Leu Ser Tyr Gly Gin 
150 155 160 

CTG ACG TAT ATG CAG CAC TTG GAT TAT GAA CCT GTG CAT ACT GAA AGA 
Leu Thr Tyr Met Gin His Leu Asp Tyr Glu Pro Val His Thr Glu Arg 
165 170 175 

CCA GGG GAA CTG GTT GCA TAC TAC AAG ATT GCA CGT CAT TAC AAG TGG 
Pro Gly Glu Leu Val Ala Tyr Tyr Lys He Ala Arg His Tyr Lys Trp 
180 185 190 

GCA TTG GAT CAG CTG TTT CAC AAG CAT AAT TTT AGC CGT GTT ATC ATA 
Ala Leu Asp Gin Leu Phe His Lys His Asn Phe Ser Arg Val He He 
195 200 205 

CTA GAA GAT GAT ATG GAA ATT GCT GCT GAT TTT TTT GAC TAT TTT GAG 
Leu Glu Asp Asp Met Glu He Ala Ala Asp Phe Phe Asp Tyr Phe Glu 
210 215 220 225 

GCT GGA GCT ACT CTT CTT GAC AGA GAC AAG TCG ATT ATG GCT ATT TCT 
Ala Gly Ala Thr Leu Leu Asp Arg Asp Lys Ser He Met Ala He Ser 
230 235 240 

TCT TGG AAT GAC AAT GGA CAA AGG CAG TTC GTC CAA GAT CCT GAT GCT 
Ser Trp Asn Asp Asn Gly Gin Arg Gin Phe Val Gin Asp Pro Asp Ala 
245 250 255 

CTT TAC CGC TCA GAC TTT TTT CCT GGT CTT GGA TGG ATG CTT TCA AAA 
Leu Tyr Arg Ser Asp Phe Phe Pro Gly Leu Gly Trp Met Leu Ser Lys 
260 265 270 

TCA ACT TGG TCC GAA CTA TCT CCA AAG TGG CCA AAG GCT TAC TGG GAT 
Ser Thr Trp Ser Glu Leu Ser Pro Lys Trp Pro Lys Ala Tyr Trp Asp 
275 280 285 

GAC TGG CTA AGG CTG AAA GAA AAT CAC AGA GGT CGA CAA TTT ATT CGC 
Asp Trp Leu Arg Leu Lys Glu Asn His Arg Gly Arg Gin Phe He Arg 
290 295 300 305 

CCA GAA GTT TGC AGA ACG TAC AAT TTT GGT GAG CAT GGT TCT AGT TTG 
Pro Glu Val Cys Arg Thr Tyr Asn Phe Gly Glu His Gly Ser Ser Leu 
310 315 320 

GGG CAG TTT TTT AAG CAG TAT CTT GAG CCA ATT AAG CTA AAT GAT GTC 
Gly Gin Phe Phe Lys Gin Tyr Leu Glu Pro He Lys Leu Asn Asp Val 
325 330 335 

CAG GTT GAT TGG AAG TCA ATG GAC CTA AGT TAC CTT TTG GAG GAC AAC 
Gin Val Asp Trp Lys Ser Met Asp Leu Ser Tyr Leu Leu Glu Asp Asn 
340 345 350 
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TAT GTG AAA CAC TTT GGC GAC TTG GTT AAA AAG GCT AAG CCC ATC CAC 115 9 

Tyr Val Lys His Phe Gly Asp Leu Val Lys Lys Ala Lys Pro lie His 
355 360 365 

GGA GCT GAT GCT GTT TTG AAA GCA TTT AAC ATA GAT GGT GAT GTG CGT 1207 
Gly Ala Asp Ala Val Leu Lys Ala Phe Asn lie Asp Gly Asp Val Arg 
370 375 380 385 

ATT CAG TAC AGA GAC CAA CTA GAC TTT GAA GAT ATC GCT CGA CAG TTT 1255 
He Gin Tyr Arg Asp Gin Leu Asp Phe Glu Asp He Ala Arg Gin Phe 
390 395 400 

GGC ATT TTT GAA GAA TGG AAG GAT GGT GTA CCA CGG GCA GCA TAT AAA 1303 
Gly He Phe Glu Glu Trp Lys Asp Gly Val Pro Arg Ala Ala Tyr Lys 
405 410 415 

GGG ATA GTA GTT TTC CGG TTT CAA ACA TCT AGA CGT GTG TTC CTT GTT 1351 
Gly He Val Val Phe Arg Phe Gin Thr Ser Arg Arg Val Phe Leu Val 
420 425 430 

TCC CCT GAT TCT CTT CGA CAA CTT GGA GTT GAA GAT ACT TAG 1393 
Ser Pro Asp Ser Leu Arg Gin Leu Gly Val Glu Asp Thr * 
435 440 445 

CGAAGATATG ATTGGAGCCT GAGCAACAAT TTAGACTTAT TTGGTAGGAT ACATTTGAAA 1453 

GAGCTGACAC GAAAAGTATG ACTACCAGTA GCTACATGCA ACATTTTAAT GTTAATGGAA 1513 

GGAACCCACT GCTTATTGTT GGAATGGATG AATCATCACC ACATCCTATT ATTCAAGTTT 1573 

ACAAACATAA AGAGGAAATG TTGCCCTATA AAAACAAATT TTTTGTTTCT AAGAAGGAAC 1633 

GTTACGATTA TGAGCAACTT TGGCGGCCGC GAATTC 1669 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 2: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 447 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Protein 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 2: 

Met Arg Gly Asn Lys Phe Cys Phe Asp Leu Arg Tyr Leu Leu Val Val 
1*5 10 15 

Ala Ala Leu Ala Phe He Tyr He Gin Met Arg Leu Phe Ala Thr Gin 
20 25 30 

Ser Glu Tyr Val Asp Arg Leu Ala Ala Ala He Glu Ala Glu Asn His 



Cys Thr Ser Gin Thr Arg Leu Leu He Asp Lys He Ser Gin Gin Gin 
50 55 60 
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Gly Arg Val Val Ala Leu Glu Glu Glu Met Lys His Gin Asp Gin Glu 
65 70 75 80 

Cys Arg Gin Leu Arg Ala Leu Val Gin Asp Leu Glu Ser Lys Gly He 



Lys Lys Leu He Gly Asp Val Gin Met Pro Val Ala Ala Val Val Val 
100 105 110 



Met Ala Cys Ser Arg Thr Asp Tyr Leu Glu Arg Thr He Lys Ser He 
115 120 125 



Leu Lys Tyr Gin Thr Ser Val Ala Ser Lys Tyr Pro Leu Phe He Ser 
130 135 140 



Gin Asp Gly Ser Asn Pro Asp Val Arg Lys Leu Ala Leu Ser Tyr Gly 
145 150 155 160 



Gin Leu Thr Tyr Met Gin His Leu Asp Tyr Glu Pro Val His Thr Glu 
165 170 175 



Arg Pro Gly Glu Leu Val Ala Tyr Tyr Lys He Ala Arg His Tyr Lys 
180 185 190 



Trp Ala Leu Asp Gin Leu Phe His Lys His Asn Phe Ser Arg Val He 
195 200 205 



He Leu Glu Asp Asp Met Glu He Ala Ala Asp Phe Phe Asp Tyr Phe 
210 215 220 



Glu Ala Gly Ala Thr Leu Leu Asp Arg Asp Lys Ser He Met Ala He 
225 230 235 240 



Ser Ser Trp Asn Asp Asn Gly Gin Arg Gin Phe Val Gin Asp Pro Asp 
245 250 255 



Ala Leu Tyr Arg Ser Asp Phe Phe Pro Gly Leu Gly Trp Met Leu Ser 
260 265 270 



Lys Ser Thr Trp Ser Glu Leu Ser Pro Lys Trp Pro Lys Ala Tyr Trp 
275 280 285 



Asp Asp Trp Leu Arg Leu Lys Glu Asn His Arg Gly Arg Gin Phe He 
290 295 300 



Arg Pro Glu Val Cys Arg Thr Tyr Asn Phe Gly Glu His Gly Ser Ser 
305 310 315 320 



Leu Gly Gin Phe Phe Lys Gin Tyr Leu Glu Pro He Lys Leu Asn Asp 
325 330 335 



Val Gin Val Asp Trp Lys Ser Met Asp Leu Ser Tyr Leu Leu Glu Asp 
340 345 350 



Asn Tyr Val Lys His Phe Gly Asp Leu Val Lys Lys Ala Lys Pro He 
355 360 365 
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His Gly Ala Asp Ala Val Leu Lys Ala Phe Asn He Asp Gly Asp Val 
370 375 380 

Arg He Gin Tyr Arg Asp Gin Leu Asp Phe Glu Asp He Ala Arg Gin 
385 390 395 400 

Phe Gly lie Phe Glu Glu Trp Lys Asp Gly Val Pro Arg Ala Ala Tyr 
405 410 415 

Lys Gly lie Val Val Phe Arg Phe Gin Thr Ser Arg Arg Val Phe Leu 
420 425 430 

Val Ser Pro Asp Ser Leu Arg Gin Leu Gly Val Glu Asp Thr * 
435 440 445 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 3: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 1737 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Doppel Strang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKiiLS: cDNA zu mRNA 
(iii) HYPOTHETISCH : NEIN 
(iv) ANTISENSE: NEIN 

(vi) URS PRUNGLI CHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Nicotiana tabacum 

(B) STAMM: Samsun NN 

(D) ENTWICKLUNGS STADIUM : "sink" Organ 

(F) GEWEBETYP: Me Sophy 11 

(G) ZELLTYP: Blattzellen 

(vii) UNMITTELBARE HERKUNFT : 

(A) BIBLIOTHEK: Lambda ZAP II (EcoRI) 

(B) CLON(E) : gntI-A9 (T) 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: misc_f eature 

(B) LAGE:733. .741 

(D) SONSTIGE ANGABEN: /functions "Asn-Codon ist eine 
potentielle Glykosylierungsstelle" 
/product= "Konsensus Sequenz fur 
N-Glykosylierung" 
/phenotype= "N-Glykane modulieren 
Pro t e ine igens cha f t en " 

/standard_name= "N-Glykosylierungsstelle" 
/label= pot-CHO 

/note= "fehlt in tierischen GnTI-Sequenzen" 
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(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/ SCHLUSSEL : CDS 

(B) LAGE: 127. .1467 

(C) ART DER ERMITTLUNG: experimentell 

(D) SONSTIGE ANGABEN:/codon_start= 127 

/function= "initiiert komplexe N-Glykane auf 
sekret. Glykoproteinen" 
/EC_number= 2.4.1.101 
/product= 

"beta- 1 , 2 -N-Acetylglucosaminyltransf erase I " 
/evidences EXPERIMENTAL 
/gene= "cgl" 
/standard_name= "gntl" 
/labels ORF 

/note= "erste gntl-Sequenz aus Tabak 
(unpubliziert) " 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME / S CHLTJS S EL : 5'UTR 

(B) LAGE : 15 . .126 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/ SCHLUSSEL : 3'UTR 

(B) LAGE: 1468. .1723 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: CDS 

(B) LAGE: 154. .213 

(D) SONSTIGE ANGABEN: /functions "Membrananker 
(Aminosauren 10-29) " 

/products "hydrophober Aminosaurebereich in 
GnTI" 

/standard_name= "Membrananker eines Typ II 
Golgi-Proteins" 

/note= "durch Vergleich mit tierischen GnTI- 
Sequenzen identif iziert" 

(ix) MERKMAL : 

(A) NAME/ SCHLUSSEL : misc_f eature 

(B) LAGE :1.. 14 

(D) SONSTIGE ANGABEN: /functions "zur Herstellung der 
cDNA-Bank in Lambda ZAP II" 
/products ■ EcoRI /Not I - cDNA- Adapt or " 
/numbers l 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME / SCHLUSSEL : misc_f eature 

(B) LAGE: 1724. .1737 
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(D) SONSTIGE ANGABEN: /product = "EcoRI/Notl-Adaptor" 
/numbers 2 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 3: 

GAATTCGCGG CCGCCATTGA CTTGATCCTA ACTGAACAGG CAAAGTAAAT CCAGCGATGA 60 

AACACTCATA ACTGAACACT GAGAGACTAT TCGCTTTCTC CTAAAGCCTT CAATCGAATT 120 

CGCACG ATG AGA GGG AAC AAG TTT TGC TGT GAT TTC CGG TAC CTC CTC 168 
Met Arg Gly Asn Lys Phe Cys Cys Asp Phe Arg Tyx Leu Leu 
450 455 460 

ATC TTG GCT GCT GTC GCC TTC ATC TAC ACA CAG ATG CGG CTT TTT GCG 216 
He Leu Ala Ala Val Ala Phe He Tyr Thr Gin Met Arg Leu Phe Ala 
465 470 475 

ACA CAG TCA GAA TAT GCA GAT CGC CTT GCT GCT GCA ATT GAA GCA GAA 2 64 

Thr Gin Ser Glu Tyr Ala Asp Arg Leu Ala Ala Ala He Glu Ala Glu 
480 485 490 

AAT CAT TGT ACA AGC CAG ACC AGA TTG CTT ATT GAC CAG ATT AGC CTG 312 
Asn His Cys Thr Ser Gin Thr Arg Leu Leu He Asp Gin He Ser Leu 
495 500 505 

CAG CAA GGA AGA ATA GTT GCT CTT GAA GAA CAA ATG AAG CGT CAG GAC 3 60 

Gin Gin Gly Arg He Val Ala Leu Glu Glu Gin Met Lys Arg Gin Asp 
510 515 520 525 

CAG GAG TGC CGA CAA TTA AGG GCT CTT GTT CAG GAT CTT GAA AGT AAG 408 
Gin Glu Cys Arg Gin Leu Arg Ala Leu Val Gin Asp Leu Glu Ser Lys 
530 535 540 

GGC ATA AAA AAG TTG ATC GGA AAT GTA CAG ATG CCA GTG GCT GCT GTA 456 
Gly He Lys Lys Leu He Gly Asn Val Gin Met Pro Val Ala Ala Val 
545 550 555 

GTT GTT ATG GCT TGC AAT CGG GCT GAT TAC CTG GAA AAG ACT ATT AAA 504 
Val Val Met Ala Cys Asn Arg Ala Asp Tyr Leu Glu Lys Thr He Lys 
560 565 570 

TCC ATC TTA AAA TAC CAA ATA TCT GTT GCG TCA AAA TAT CCT CTT TTC 552 
Ser He Leu Lys Tyr Gin He Ser Val Ala Ser Lys Tyr Pro Leu Phe 
575 580 585 

ATA TCC CAG GAT GGA TCA CAT CCT GAT GTC AGG AAG CTT GCT TTG AGC 600 
He Ser Gin Asp Gly Ser His Pro Asp Val Arg Lys Leu Ala Leu Ser 
590 595 600 605 

TAT GAT CAG CTG ACG TAT ATG CAG CAC TTG GAT TTT GAA CCT GTG CAT 648 
Tyr Asp Gin Leu Thr Tyr Met Gin His Leu Asp Phe Glu Pro Val His 
610 615 620 

ACT GAA AGA CCA GGG GAG CTG ATT GCA TAC TAC AAA ATT GCA CGT CAT 696 
Thr Glu Arg Pro Gly Glu Leu He Ala Tyr Tyr Lys He Ala Arg His 
625 630 635 
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TAC AAG TGG GCA TTG GAT CAG CTG TTT TAC AAG CAT AAT TTT AGC CGT 
Tyr LyB Trp Ala Leu Asp Gin Leu Phe Tyr Lys His Asn Phe Ser Arg 
640 645 650 

GTT ATC ATA CTA GAA GAT GAT ATG GAA ATT GCC CCT GAT TTT TTT GAC 
Val lie lie Leu Glu Asp Asp Met Glu lie Ala Pro Asp Phe Phe Asp 
655 660 665 

TTT TTT GAG GCT GGA GOT ACT CTT CTT GAC AGA GAC AAG- TCG ATT ATG 
Phe Phe Glu Ala Gly Ala Thr Leu Leu Asp Arg Asp Lys Ser lie Met 
670 675 680 685 

GCT ATT TCT TCT TGG AAT GAC AAT GGA CAA ATG CAG TTT GTC CAA GAT 
Ala lie Ser Ser Trp Asn Asp Asn Gly Gin Met Gin Phe Val Gin Asp 
690 695 700 

CCT TAT GCT CTT TAC CGC TCA GAT TTT TTT CCC GGT CTT GGA TGG ATG 
Pro Tyr Ala Leu Tyr Arg Ser Asp Phe Phe Pro Gly Leu Gly Trp Met 
705 710 715 

CTT TCA AAA TCT ACT TGG GAC GAA TTA TCT CCA AAG TGG CCA AAG GCT 
Leu Ser Lys Ser Thr Trp Asp Glu Leu Ser Pro Lys Trp Pro Lys Ala 
720 725 730 

TAC TGG GAC GAC TGG CTA AGA CTC AAA GAG AAT CAC AGA GGT CGA CAA 
Tyr Trp Asp Asp Trp Leu Arg Leu Lys Glu Asn His Arg Gly Arg Gin 
735 740 745 

TTT ATT CGC CCA GAA GTT TGC AGA ACA TAT AAT TTT GGT GAG CAT GGT 
Phe lie Arg Pro Glu Val Cys Arg Thr Tyr Asn Phe Gly Glu His Gly 
750 755 760 765 

TCT AGT TTG GGG CAG TTT TTC AAG CAG TAT CTT GAG CCA ATT AAA CTA 
Ser Ser Leu Gly Gin Phe Phe Lys Gin Tyr Leu Glu Pro lie Lys Leu 
770 775 780 

AAT GAT GTC CAG GTT GAT TGG AAG TCA ATG GAC CTT AGT TAC CTT TTG 
Asn Asp Val Gin Val Asp Trp Lys Ser Met Asp Leu Ser Tyr Leu Leu 
785 790 795 

GAG GAC AAT TAC GTG AAA CAC TTT GGT GAC TTG GTT AAA AAG GCT AAG 
Glu Asp Asn Tyr Val Lys His Phe Gly Asp Leu Val Lys Lys Ala Lys 
800 805 810 

CCC ATC CAT GGA GCT GAT GCT GTC TTG AAA GCA TTT AAC ATA GAT GGT 
Pro lie His Gly Ala Asp Ala Val Leu Lys Ala Phe Asn lie Asp Gly 

815 820 825 

GAT GTG CGT ATT CAG TAC AGA GAT CAA CTA GAC TTT GAA AAT ATC GCA 
Asp Val Arg lie Gin Tyr Arg Asp Gin Leu Asp Phe Glu Asn lie Ala 
830 835 840 845 

CGG CAA TTT GGC ATT TTT GAA GAA TGG AAG GAT GGT GTA CCA CGT GCA 
Arg Gin Phe Gly He Phe Glu Glu Trp Lys Asp Gly Val Pro Arg Ala 
850 855 860 

GCA TAT AAA GGA ATA GTA GTT TTC CGG TAC CAA ACG TCC AGA CGT GTA 
Ala Tyr Lys Gly He Val Val Phe Arg Tyr Gin Thr Ser Arg Arg Val 
8G5 870 875 
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TTC CTT GTT GGC CAT GAT TCG CTT CAA CAA CTC GGA ATT GAA GAT ACT 
Phe Leu Val Gly His Asp Ser Leu Gin Gin Leu Gly lie Glu Asp Thr 
880 885 890 

TAA CAAAGATATG ATTGCAGGAG CCCGGGCAAA ATTTTTGACT TATTGGGTAG 



GATGCATCGA GCTGACACTA AACCATGATT TTACCAGTTA CATAGAACGT TTTAATGTTA 1577 

TACGGAGGAG CTCACTGTTC TAGTGTTGAA GGGATATCGG CTTCTTAGTA TTGGATGAAT 1637 

15 CATCAACACA ACCTATTATT TTAAGTGTTC AGAACATAAA GAGGAAATGT AGCCCTGTAA 1697 

AGACTATACA TGGGACCATC ATAATCGCGG CCGCGAATTC 1737 

20 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 4: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 
25 (A) LANGE : 447 Aininosauren 

(B) ART: Amino saure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

30 (ii) ART DES MOLEKULS: Protein 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 4: 

Met Arg Gly Asn Lys Phe Cys Cys Asp Phe Arg Tyr Leu Leu He Leu 
35 1 5 10 15 

Ala Ala val Ala Phe He Tyr Thr Gin Met Arg Leu Phe Ala Thr Gin 
20 25 30 

Ser Glu Tyr Ala Asp Arg Leu Ala Ala Ala He Glu Ala Glu Asn His 
35 40 45 

45 Cys Thr Ser Gin Thr Arg Leu Leu He Asp Gin He Ser Leu Gin Gin 
50 55 60 

Gly Arg He Val Ala Leu Glu Glu Gin Met Lys Arg Gin Asp Gin Glu 
65 70 75 80 

50 

Cys Arg Gin Leu Arg Ala Leu Val Gin Asp Leu Glu Ser Lys Gly He 
85 90 95 

55 Lys Lys Leu He Gly Asn Val Gin Met Pro Val Ala Ala Val Val Val 
100 105 110 

Met Ala Cys Asn Arg Ala Asp Tyr Leu Glu Lys Thr He Lys Ser He 
115 120 125 

60 

Leu Lys Tyr Gin He Ser Val Ala Ser Lys Tyr Pro Leu Phe He Ser 
130 135 140 

65 Gin Asp Gly Ser His Pro Asp Val Arg Lys Leu Ala Leu Ser Tyr Asp 
145 150 155 160 
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Gin Leu Thr Tyr Met Gin His Leu Asp Phe Glu Pro Val His Thr Glu 
165 170 175 

Arg Pro Gly Glu Leu He Ala Tyr Tyr Lys He Ala Arg His Tyr Lys 
180 185 190 

Trp Ala Leu Asp Gin Leu Phe Tyr Lys His Asn Phe Ser Arg Val He 
195 200 205 

He Leu Glu Asp Asp Met Glu He Ala Pro Asp Phe Phe Asp Phe Phe 
210 215 220 

Glu Ala Gly Ala Thr Leu Leu Asp Arg Asp Lys Ser He Met Ala He 
225 230 235 240 

Ser Ser Trp Asn Asp Asn Gly Gin Met Gin Phe Val Gin Asp Pro Tyr 
245 250 255 

Ala Leu Tyr Arg Ser Asp Phe Phe Pro Gly Leu Gly Trp Met Leu Ser 
260 265 270 

Lys Ser Thr Trp Asp Glu Leu Ser Pro Lys Trp Pro Lys Ala Tyr Trp 
275 280 285 

Asp Asp Trp Leu Arg Leu Lys Glu Asn His Arg Gly Arg Gin Phe He 
290 295 300 

Arg Pro Glu Val Cys Arg Thr Tyr Asn Phe Gly Glu His Gly Ser Ser 
305 310 315 320 

Leu Gly Gin Phe Phe Lys Gin Tyr Leu Glu Pro He Lys Leu Asn Asp 
325 330 335 

Val Gin Val Asp Trp Lys Ser Met Asp Leu Ser Tyr Leu Leu Glu Asp 
340 345 350 

Asn Tyr Val Lys His Phe Gly Asp Leu Val Lys Lys Ala Lys Pro He 
355 360 365 

His Gly Ala Asp Ala Val Leu Lys Ala Phe Asn He Asp Gly Asp Val 
370 375 380 

Arg He Gin Tyr Arg Asp Gin Leu Asp Phe Glu Asn He Ala Arg Gin 
385 390 395 400 

Phe Gly He Phe Glu Glu Trp Lys Asp Gly Val Pro Arg Ala Ala Tyr 
405 410 415 

Lys Gly He Val Val Phe Arg Tyr Gin Thr Ser Arg Arg Val Phe Leu 
420 425 430 

Val Gly His Asp Ser Leu Gin Gin Leu Gly He Glu Asp Thr * 
435 440 445 



65 
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(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 5: 
(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 510 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Doppelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: CDNA ZU mRNA 
(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 
(iv) ANTISENSE: NEIN 

(vi) URSPRUNLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Arabidopsis thaliana 

(B) STAMM: Columbia 

(D) ENTWICKLUNGS STADIUM: photosynthetisch aktive 
Organe 

(F) GEWEBETYP: Mesophyll 

(G) ZELLTYP: Blattzellen 

(vii) UNMITTELBARE HERKUNFT: 

(B) CLON(E) : pGEM-T/4a-3* #12A 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: CDS 

(B) LAGE:1. .510 

(D) SONSTIGE ANGABEN: /EC_number= 2.4.1.101 

/products "RT-PCR Produkt aus Blatt-mRNA" 

/gene= "cgl" 

/ s t andar d_name = " gnt I ■ 

/note= "homolog zu anderen GnTI-Sequenzen" 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: primerjbind 

(B) LAGE:1..48 

(D) SONSTIGE ANGABEN:/standard_name= "PCR "sense" - 
Primer (gntl 4a) " 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: primer_bind 

(B) LAGE:487. .510 

(D) SONSTIGE ANGABEN:/standard_name= "PCR 
" ant isense" -Primer (gntl 3*)" 
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(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 5: 

ATC GGA AAG CTT GGA TCC CCA GTG GCG GCT GTA GTT GTT ATG GCT TGC 
lie Gly Lys Leu Gly Ser Pro Val Ala Ala Val Val Val Met Ala Cys 
450 455 460 

AGT CGT GCA GAC TAT CTT GAA AGG ACT GTT AAA TCA GTT TTA ACA TAT 
Ser Arg Ala Asp Tyr Leu Glu Arg Thr Val Lys Ser Val Leu Thr Tyr 
465 470 475 

CAA ACT CCC GTT GCT TCA AAA TAT CCT CTA TTT ATA TCT CAG GAT GGA 
Gin Thr Pro Val Ala Ser Lys Tyr Pro Leu Phe He Ser Gin Asp Gly 
480 485 490 495 

TCT GAT CAA GCT GTC AAG AGC AAG TCA TTG AGC TAT AAT CAA TTA ACA 
Ser Asp Gin Ala Val Lys Ser Lys Ser Leu Ser Tyr Asn Gin Leu Thr 
500 505 510 

TAT ATG CAG CAC TTG GAT TTT GAA CCA GTG GTC ACT GAA AGG CCT GGC 
Tyr Met Gin His Leu Asp Phe Glu Pro Val Val Thr Glu Arg Pro Gly 
515 520 525 

GAA CTG ACT GCG TAC TAC AAG ATT GCA CGT CAC TAC AAG TGG GCA CTG 
Glu Leu Thr Ala Tyr Tyr Lys He Ala Arg His Tyr Lys Trp Ala Leu 
530 535 540 

GAC CAG TTG TTT TAC AAA CAC AAA TTT AGT CGA GTG ATT ATA CTA GAA 
Asp Gin Leu Phe Tyr Lys His Lys Phe Ser Arg Val He He Leu Glu 
545 550 555 

GAT GAT ATG GAA ATT GCT CCA GAC TTC TTT GAT TAC TTT GAG GCT GCA 
Asp Asp Met Glu He Ala Pro Asp Phe Phe Asp Tyr Phe Glu Ala Ala 
560 565 570 575 

GCT AGT CTC ATG GAT AGG GAT AAA ACC ATT ATG GCT GCT TCA TCA TGG 
Ala Ser Leu Met Asp Arg Asp Lys Thr He Met Ala Ala Ser Ser Trp 
580 585 590 

ACT GAT AAT GGA CAG AAG CAG TTT GTG CAT GAT CCC TAT GCG CTA TAC 
Thr Asp Asn Gly Gin Lys Gin Phe Val His Asp Pro Tyr Ala Leu Tyr 
595 600 605 

CGA TCA GAT TTC TTC CCT GGC CAC GGC TGG 
Arg Ser Asp Phe Phe Pro Gly His Gly Trp 
610 615 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 6: 



(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 170 Amino saur en 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Protein 
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(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 6: 

He Gly Lys Leu Gly Ser Pro Val Ala Ala Val Val Val Met Ala Cys 
5 1 5 10 15 

Ser Arg Ala Asp Tyr Leu Glu Arg Thr Val Lys ser Val Leu Thr Tyr 
20 25 30 

10 

Gin Thr Pro Val Ala Ser Lys Tyr Pro Leu Phe He Ser Gin Asp Gly 
35 40 45 

Ser Asp Gin Ala Val Lys Ser Lys Ser Leu Ser Tyr Asn Gin Leu Thr 
50 55 SO 

Tyr Met Gin His Leu Asp Phe Glu Pro Val Val Thr Glu Arg Pro Gly 
65 70 75 80 

20 

Glu Leu Thr Ala Tyr Tyr Lys He Ala Arg His Tyr Lys Trp Ala Leu 



25 Asp Gin Leu Phe Tyr Lys His Lys Phe Ser Arg Val He He Leu Glu 
100 105 no 

Asp Asp Met Glu He Ala Pro Asp Phe Phe Asp Tyr Phe Glu Ala Ala 
115 120 125 

30 

Ala Ser Leu Met Asp Arg Asp Lys Thr He Met Ala Ala Ser Ser Trp 
130 135 140 

35 Thr Asp Asn Gly Gin Lys Gin Phe Val His Asp Pro Tyr Ala Leu Tyr 
145 150 155 160 

Arg Ser Asp Phe Phe Pro Gly His Gly Trp 
165 170 



45 1. DNA-Sequenz, dadurch gekennzeichnet, daB sie eine pflanzliche N-Acetylglucosaminyltransferase I kodiert. 

2. DNA-Sequenz, dadurch gekennzeichnet, daB sie N-Acetylglucosaniinyltransferase I aus Solanum tuberosum 
kodiert. 

3. DNA-Sequenz, dadurch gekennzeichnet, daB sie N-Acetylglucosaminyltransferase I aus Nicotiana tabacum ko- 

50 4. DNA-Sequenz, dadurch gekennzeichnet, daB sie N-Acetylglucosaminyltransferase I aus Arabidopsis thaliana 

kodiert. 

5. DNA-Sequenz nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, daB sie die in SEQ. ID. NO: 5 angegebene Nukleotid- 
sequenz umfaBt. 

6. DNA-Sequenz, dadurch gekennzeichnet, daB sie die in SEQ. ID. NO. 1 angegebene Nukleotidsequenz oder ei- 
55 nen Teil davon oder eine entsprechende komplementare Nukleotidsequenz umfaBt. 

7. DNA-Sequenz, dadurch gekennzeichnet, daB sie die in SEQ. ED. NO. 3 angegebene Nukleotidsequenz oder ei- 
nen Teil davon oder eine entsprechende komplementare Nukleotidsequenz umfaBt. 

8. DNA-Sequenz, dadurch gekennzeichnet, daB sie die in SEQ. ID. NO. 5 angegebene Nukleotidsequenz oder ei- 
nen Teil davon oder eine entsprechende komplementare Nukleotidsequenz umfaBt. 

60 9. DNA-Sequenz, dadurch gekennzeichnet, daB sie durch Substitution, Deletion und/oder Insertion einzelner oder 

mehrerer Nukleotide und/oder Verkiirzung und/oder Verlangerung am 5'- und/oder 3'-Ende einer der DNA-Sequen- 
zen nach einem der Anspriiche 1 bis 8 erhalten wird mit derMaBgabe, daB die DNA-Sequenz unter stringenten Be- 
dingungen zumindest in einem Teilabschnitt mit der Ausgangs-DNA-Sequenz oder deren komplementarer Sequenz 
oder mit Teilen derselben hybridisiert. 

65 10. DNA-Sequenz, dadurch gekennzeichnet, daB sie ein Gen darstellt oder Teil eines Gens ist, das das Enzym N- 

Acetylglucosaminyltransferase I kodiert, und in ihrer Gesamtheit oder in einem Teilabschnitt 

- mit einer der DNA-Sequenzen oder -Fragmente nach einem der Anspriiche 1 bis 9 und/oder 

- mit einer DNA-Sequenz, die von den in den SEQ ID NO: 1, 3 und/oder 5 angegebenen Aminosauresequen- 
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zen unter Beriicksichtigung der Degeneration des genetischen Codes abgeleitet worden ist, 
unter stringenten Bedingungen hybridisiert. 

11. DNA-Sequenz, dadurch gekennzeichnet, daB sie in ihrer Gesamtheit oder in einera Teilbereich mit einer oder 
mehreren der DNA-Sequenzen nach einem der Anspriiche 1 bis 10 hybridisiert. 

12. DNA-Konstrukt, dadurch gekennzeichnet, daB es eine oder mehrere der DNA-Sequenzen gemaB einem der An- 5 
spriiche 1 bis 11 umfaBt. 

13. "antisense"-Konstrukt, dadurch gekennzeichnet, daB es eine "antisense"-DNA beziiglich der DNA-Sequenz 
nach einem der Anspriiche 1 bis 12 und ggf. regulatorische Sequenzen fur die Transkription der "antisense"-DNA 
umfaBt. 

14. "sense'-Konstrukt, dadurch gekennzeichnet, daS es eine "sense"-DNA beziiglich der DNA-Sequenz nach ei- 10 
nem der Anspriiche 1 bis 12 und ggf. regulatorische Sequenzen fur die Transkription der "sense"-DNA umfaBt. 

15. Vektor, Plasmid, Cosmid, Viren- oder Phagengenom, dadurch gekennzeichnet, daB er oder es zumindest eine 
DNA-Sequenz und/oder ein Konstrukt nach einem der Anspriiche 1 bis 14 umfaBt. 

16. Pflanzliche N-Acetylglucosaminyltransferase I 

17. N-Acetylglucosaminyltransferase I aus Solanum tuberosum. 15 

18. N-Acetylglucosaminyltransferase I aus Nicotiana tabacum. 

19. N-Acetylglucosaminyltransferase I aus Arabidopsis thaliana. 

20. N-Acetylglucosaminyltransferase I nach Anspruch 19, dadurch gekennzeichnet, daB das Enzym die in SEQ ID 
NO: 6 angegebene Aminosauresequenz umfaBt. 

2 1 . N- Acetylglucosaminyltransferase I, dadurch gekennzeichnet, daB das Enzym die in SEQ ID NO: 2 angegebene 20 
Aminosauresequenz umfaBt. 

22. N- Acetylglucosaminyltransferase I, dadurch gekennzeichnet, daB das Enzym die Aminosauren 74 bis 446 der 
SEQ ID NO: 2 angegebenen Aminosauresequenz umfaBt. 

23. N- Acetylglucosaminyltransferase I, dadurch gekennzeichnet, daB das Enzym die in SEQ ID NO: 4 angegebene 
Aminosauresequenz umfaBt. 25 

24. N-Acetylglucosaminyltransferase I, zuganglich aufgrund der Hybridisierung ihres Gen oder eines oder mehre- 
rer Abschnitte ihres Gens mit einer oder mehreren der DNA-Sequenzen und/oder DNA-Fragmente gemaB einem 
der Anspriiche 1 bis 11. 

25. Von den Enzymen gemaB einem der Anspriiche 16 bis 24 durch Substitution, Deletion, Insertion und/oder Mo- 
difikation einzelner Aminosauren und/oder kleinerer Gruppen von Aminosauren und/oder durch N- und/oder C-ter- 30 
minale Verkiirzung und/oder Verlangerung abgeleitete Enzyme oder Proteine. 

26. Protein oder Peptid, umfassend einen oder mehrere Abschnitte der Aminosauresequenz(en) eines oder mehre- 
rer der in einem der Anspriiche 16 bis 25 definierten Enzyme. 

27. Protein oder Peptid, welches durch eine der DNA-Sequenzen nach einem der Anspriiche 1 bis 11 kodiert wird. 

28. Antigen, dadurch gekennzeichnet, daB es 35 

- die in SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 4 oder SEQ ID NO: 6 angegebene Aminosauresequenz oder 

- die Aminosauren 74 bis 446 der in Fig. 2 angegebenen Aminosauresequenz oder 

- eine durch Substitution, Deletion, Insertion und/oder Modifikation einzelner Aminosauren und/oder kleine- 
rer Gruppen von Aminosauren von den in SEQ ID NO: 2, 4 oder 6 angegebenen Aminosauresequenzen abge- 
leitete Aminosauresequenz oder 40 

- einen Teil oder mehrere Teile dieser Sequenzen 

umfaBt mit der MaBgabe, daB das Antigen bei Immunisierung eines Wirtes mit diesem zur Bildung einer im- 
munologischen Reaktion einschlieBlich der Erzeugung von gegen das Antigen gerichteten Antikorpem fuhrt. 

29. Monoklonaler oder polyklonaler Antikorper, dadurch gekennzeichnet, daB er spezifisch eines oder mehrere der 
Enzyme oder Antigene nach einem der Anspriiche 16 bis 28 erkennt und dieses oder diese bindet. 45 

30. Monoklonaler oder polyklonaler Antikorper, dadurch gekennzeichnet, daB er durch Immunisierung eines Wir- 
tes mit einem oder mehreren Antigenen nach Anspruch 28 erhalten werden kann. 

31. Mikroorganismus, dadurch gekennzeichnet, daB er durch mindestens eine der Nukleotidsequenzen, ausgewahlt 
aus den DNA-Sequenzen, Konstrukten, Vektoren, Plasmiden, Cosmiden, Viren- oder Phagengenomen gemaB ei- 
nem oder mehreren der Anspriiche 1 bis 15, transformiert ist. 50 

32. Verwendung eines oder mehrerer Antikorper nach Anspruch 29 und/oder Anspruch 30 zur Detektion von Pflan- 
zen mit fehlendem oder defektem N-Acetylglucosaminyltransferase I-Enzym. 

33. Verwendung einer oder mehrerer der DNA-Sequenzen und/oder Konstrukte nach einem der Anspriiche 1 bis 15 
zur Detektion von Pflanzen mit fehlendem oder defektem Gen fur das N-Acetylglucosaminyltransferase I-Enzym. 

34. Verwendung eines oder mehrerer "antisense"-Konstrukte nach Anspruch 13 zur Erzeugung von Pflanzen mit 55 
fehlender oder verminderter N- Acetylglucosaminyltransferase I-Aktivitat. 

35. Verwendung eines oder mehrerer "sense"-Konstrukte nach Anspruch 14 zur Erzeugung von Pflanzen mit feh- 
lender oder verminderter N-Acetylglucosaminyltransferase I-Aktivitat. 

36. Transgene Pflanze, transgener Samen, transgenes Vermehrungsmaterial, Teile transgcncr Pflanzen oder trans- 
formierte Pflanzenzelle, erhaltlich durch Integration einer oder mehrerer DNA-Sequenz(en) oder Konstrukt(e) nach 60 
einem der Anspriiche 1 bis 12 unter Kontrolle eines in Pflanzen wirksamen Promotors in das Genom einer Pflanze 
oder durch Infektion durch ein eine oder mehrere DNA-Sequenz(en) oder Konstrukt(e) nach einem der Anspriiche 1 

bis 12 enthaltendes Virus fur eine extrachromosomale Propagation und Expression der DNA-Sequenz(en) oder des 
Konstrukts/der Konstrukte in infiziertem Pflanzengewebe. 

37. Transgene Pflanze, transgener Samen, transgenes Vermehrungsmaterial, Teile transgener Pflanzen oder trans- 65 
formierte Pflanzenzelle mit fehlender oder verminderter N-Acetylglucosaminyltransferase I-Aktivitat, erhaltlich 
durch Integration eines oder mehrerer "antisense"-Konstrukt(e) nach Anspruch 13 unter Kontrolle eines in Pflanzen 
wirksamen Promotors in das Genom einer Pflanze oder durch virale Infektion durch ein eines oder mehrere "anti- 
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sense" -Konstrukt(e) nach Anspruch 13 enthaltendes Virus fur eine extrachromosomale Propagation und Transkrip- 
tion des "antisense"-Konstrukts oder der "antisense"-Konstrukte in infiziertem Pflanzengewebe. 

38. Transgene Pflanze, transgener Samen, transgenes Vermehrungsmaterial, Teile transgener Pflanzen oder trans- 
formierte Pflanzenzelle mit fehlender oder verminderter N-Acetylglucosaminyllransferase I-Aktivitat, erhaltlich 
durch Integration eines oder mehrerer "sense"-Konstrukt(e) nach Anspruch 14 unter Kontrolle eines in Pflanzen 
wirksamen Promotors in das Genom einer Pflanze oder durch virale Infektion durch ein eines oder mehrere "sense"- 
Konstrukt(e) nach Anspruch 14 enthaltendes Virus fur eine extrachromosomale Propagation und Transkription des 
"sense"-Konstrukts oder der "sense"-Konstrukte in infiziertem Pflanzengewebe. 

39. Verfahren zur Erzeugung von Glykoproteinen mit minimalen, einheitlichen und definierten Zuckerresten, um- 
fassend das Ziichten einer transgenen Pflanze, von Teilen transgener Pflanzen oder von transformierten Pflanzenzel- 
len nach- Anspruch 37 oder 38 und das Isolieren des gesuchtea Glykoproteins aus dem geziichteten Material. 

40. Verfahren nach Anspruch 39, dadurch gekennzeichnet, daB die eingesetzte transgene Pflanze zusatzlich mit 
dem das gesuchte Glykoprotein kodierenden Gen transformiert worden ist. 

41. Verfahren nach Anspruch 40, dadurch gekennzeichnet, daB die Transformation der eingesetzten transgenen 
Pflanze durch Integration des das gesuchte Glykoprotein kodierenden Gens unter Kontrolle eines in Pflanzen wirk- 
samen Promotors in das Genom der transgenen Pflanze oder durch eine Infektion der transgenen Pflanze durch ein 
Virus, das ein Gen enthalt, das das gesuchte Glykoprotein kodiert, fur eine extrachromosomale Propagation und Ex- 
pression des Gens in infiziertem Pflanzengewebe erfolgt. 

42. Verfahren nach Anspruch 40, dadurch gekennzeichnet, daB die zusatzlich mit dem das gesuchte Glykoprotein 
kodierenden Gen transformierte transgene Pflanze durch gleichzeitige Transformation einer Ausgangspflanze so- 
wohl mit dem "antisense"- oder "sense"-Konstrukt als auch dem das gesuchte Glykoprotein kodierenden Gen er- 
zeugt wurde. 

43. Verfahren nach Anspruch 42, dadurch gekennzeichnet, daB die Transformation durch virale Infektion durch ein 
Virus, das sowohl das "antisense"- oder " sense" -Konstrukt als auch das das gesuchte Glykoprotein kodierende Gen 
enthalt, fur eine extrachromosomale Propagation und Transkription oder Expression in infiziertem Pflanzengewebe 
erfolgt. 
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